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1. Einleitung 
1.1 Das Nierenzellkarzinom 
1.1.1 Epidemiologie 
Weltweit ist das Nierenzellkarzinom (NZK) die 13. häufigste Tumorerkrankung mit 271.000 
neu diagnostizierten Fällen im Jahr 2008 (Ferlay et al. 2010b). Mit steigender Inzidenz hat 
das NZK einen Anteil von über 2 % an allen Krebserkrankungen und repräsentiert nach dem 
Prostata- und Harnblasenkarzinom das dritthäufigste urologische Karzinom. 2008 wurden 
in Europa 88.400 Neuerkrankungen des NZK diagnostiziert, wobei Länder wie Tschechien, 
Lettland, Litauen, Estland und Deutschland die höchste Inzidenz aufwiesen (Ferlay et al. 
2010a). Bei 100.000 Europäern liegt die altersstandardisierte Inzidenz für Männer bei 15,8 
und für Frauen bei 7,1 (Levi et al. 2008). Damit ist das Erkrankungsrisiko für Männer 
zweimal so hoch wie für Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in Deutschland für 
Männer bei 68 und für Frauen bei 71 Jahren. Den Landeskrebsregistern der Bundesländer 
ist für 2008 eine relative 5-Jahres-Überlebensrate für Nierentumoren von 75 % zu 
entnehmen, wobei die Prognose für Tumoren, die in frühen Stadien diagnostiziert werden, 
gut ist (Kaatsch et al. 2012). 20-30 % der Patienten weisen bei Erstdiagnose schon 
Fernmetastasen auf, weitere 20-30 % zeigen nach der Nephrektomie ein Rezidiv oder 
entwickeln Metastasen und haben deshalb eine extrem schlechte Prognose (Athar und 
Gentile 2008; Gupta et al. 2008). Risikofaktoren für das NZK sind Rauchen, Übergewicht 
und Adipositas, Dialyse bei chronischer Niereninsuffizienz, arterielle Hypertonie, 
zytotoxische Chemotherapie und Strahlentherapie sowie familiäre Dispositionen in 
autosomal-dominant vererbten Risikofaktoren der NZK-Syndrome (Ljungberg et al. 2011). 
Die überwiegende Anzahl der NZK treten sporadisch auf, nur 2-4 % gehen auf genetische 
Syndrome zurück (Bausch et al. 2013). Zu den bekannten genetischen Syndromen mit NZK 
gehören das von Hippel-Lindau (VHL)-Syndrom, das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom, die 
tuberöse Sklerose, das Phäochromozytom, das hereditäre papilläre NZK sowie die hereditäre 
Leimyomatose mit NZK (Ljungberg et al. 2011). 
 
1.1.2 Diagnose 
Die Diagnose NZK wird heute bei über 60 % der Patienten zufällig gestellt und steigt durch 
den Einsatz von bildgebenden Verfahren wie der Computertomografie (CT) oder der 
Magnetresonanztomografie (MRT) stetig an. Klassische Symptome wie Hämaturie, 
Flankenschmerz oder ein Tastbefund der Geschwulste zeigen weniger als 15 % der Patienten, 
jedoch ist die Erkrankung dann meist schon weit vorangeschritten und der Körper von 
unzähligen Metastasen befallen (Palapattu et al. 2002). Zu den bevorzugten 
Metastasierungsorten gehören die Lunge (60-75 %), die Lymphknoten (60-65 %), die 
Knochen (39-40 %), die Leber (19-40 %) und das Gehirn (5-7 %) (Ljungberg et al. 2000). 
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Das NZK hat die höchste Mortalitätsrate unter den urogenitalen Tumoren, denn über ein 
Drittel der Patienten stirbt an dieser Erkrankung (Cairns 2010). Im Median weisen 
Patienten mit einem metastasierten NZK ein Überleben von ungefähr 13 Monaten auf und 
die Fünf-Jahres-Überlebensrate liegt daher unter 10 % (Cohen und McGovern 2005). 
 
1.1.3 Klassifikation und Prognose beim Nierenzellkarzinom 
Das NZK hat seinen Ursprung im proximalen Tubulus und wird nach den WHO-Richtlinien 
vor allem in drei wesentliche histologische Subtypen unterteilt: das am häufigsten 
auftretende klarzellige NZK (80-90 %) gefolgt vom papillären (10-15 %) und chromophoben 
NZK (4-5 %) (Ljungberg et al. 2010). Weiterhin sind einige sehr seltene Formen wie das 
Ductus-Bellini-Karzinom, medullärzelliges NZK, muzinöse tubuläre und spindelzellige 
Karzinom, NZK mit Xp11.2-Translokation, Onkozytome und nicht-klassifizierbare NZK 
beschrieben (Lopez-Beltran et al. 2006).  
Eine andere pathologische Klassifikation des NZK schließt Faktoren wie die Tumorgröße, die 
Veneninvasion, die Invasion der Nierenkapsel, den Nebennierenbefall sowie das Auftreten 
von Lymph- oder Fernmetastasen ein und fasst diese prognostisch relevanten Parameter 
zum klinischen TNM (Tumor/Node/Metastasis)-Stadium (Tab. 1.1) zusammen (Ljungberg 
et al. 2013). Außerdem wird die morphologische Veränderung der Zellkerne nach Grading-
Kriterien von Fuhrman (Tab. 1.2) erfasst (Fuhrman et al. 1982). Das Fuhrman-Grading 
schließt sowohl die Größe und Form des Zellkerns als auch die Struktur der Nukleoli ein und 
ist trotz möglicher Abweichungen durch den Begutachter ein prognostisch relevanter Faktor 
(Fuhrman et al. 1982; Lang et al. 2005). 
Diese histologischen und anatomischen Parameter dienen der Abschätzung des 
Krankheitsverlaufes von NZK-Patienten. Zu den ungünstigen prognostischen Parametern 
zählt ein großer Tumordurchmesser, ein hohes Tumorstadium, ein hoher Fuhrman-Grad, 
eine Veneninvasion, das Vorhandensein initialer Lymphknoten- oder Fernmetastasen sowie 
ein schlechter Allgemeinzustand des Patienten. Das zeigt sich beispielsweise in einer Fünf-
Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit von 11 % bei Patienten mit einem klinischen 
Tumorstadium IV, welches eine maximale Tumorausdehnung oder die Existenz von 
Fernmetastasen beinhaltet, gegenüber 93 % bei Patienten mit Stadium I (Gudbjartsson et al. 
2005). Klinische Parameter wie der Eastern Cooperative Oncology Group performance 
status (ECOG PS, beschreibt den physischen Zustand der Patienten), NZK-assoziierte 
Symptome und Tumornekrose werden ebenfalls zur Vorhersagen der Prognose beim lokal 
begrenzten NZK verwendet (European Association of Urology (EAU), Guidelines on Renal 
Cell Carcinoma - Tab. 1.3). Die verschiedenen prognostischen Faktoren wurden dazu in 
Form von Nomogrammen kombiniert. Mit Hilfe von z. B. SSIGN (Stage Size Grade 
Necrosis) kann die Rezidivwahrscheinlichkeit, oder z. B. mit UISS (University of California 
Los Angeles (UCLA) integrated staging system) das Sterberisiko von Patienten mit 
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klarzelligem NZK innerhalb definierter Zeiträume abgeschätzt werden (Zisman et al. 2001; 
Leibovich et al. 2003).  
 
 Tab. 1.1: TNM-Klassifikation (UICC 2009) 
T-Primärtumor  
Tx  nicht beurteilbar 
T0  kein Anhalt für Primärtumor 
T1 Tumor begrenzt auf Niere; größte Tumorausdehnung ≤ 7 cm; 
 T1a größte Tumorausdehnung ≤ 4 cm 
 T1b größte Tumorausdehnung > 4 cm, aber ≤ 7 cm 
T2 Tumor begrenzt auf Niere; größte Tumorausdehnung > 7 cm 
 T2a größte Tumorausdehnung > 7 cm, aber ≤ 10 cm 
 T2b größte Tumorausdehnung > 10 cm 
T3 Tumorausdehnung in große Venen oder Infiltration von Nebenniere oder perirenalen 
Fettgewebes, aber ohne Infiltration der ipsilateralen Nebenniere und Gerotafaszie 
 T3a Infiltration der Nierenvene oder deren Segmente (muskelhaltig) sowie des 
Fettgewebes (perirenal und/oder Nierensinus), aber nicht der Gerota-Faszie 
 T3b Infiltration der Vena cava unterhalb des Zwerchfells 
 T3c Infiltration der Vena cava oder ihrer Wand oberhalb des Zwerchfells 
T4 Tumorausdehnung über Gerota-Faszie hinaus 
N-regionäre Lymphknoten 
Nx nicht beurteilbar 
N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastasen in einem regionären Lymphknoten 
N2 Metastasen in mehr als einem regionären Lymphknoten 
M-distante Metastasen 
M0 keine distanten Metastasen 
M1 distante Metastasen 
klinisches TNM-Stadium  
I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0 
III T3 N0 M0 
 T1, T2, T3 N1 M0 
IV T4 jedes N M0 
 jedes T N2 M0 
 jedes T jedes N M1 
 (Ljungberg et al. 2013) 
 
Für das metastasierte NZK werden dagegen prognostische Parameter wie der Karnofsky 
performance status, die Zeitspanne zwischen Diagnose und Behandlung, die 
Konzentrationen von Laktat-Dehydrogenase (LDH), korrigiertem Kalzium und Hämoglobin 
sowie die Anzahl der Neutrophilen und Thrombozyten verwendet. Mit diesen oder ähnlichen 
Parametern, die als Risikofaktoren fungieren, können Patienten in Gruppen mit guter, 
intermediärer und schlechter Prognose kategorisiert werden. Die Zuordnung zu diesen 
Gruppen spiegelte sich in den medianen Überlebenszeiten von 20 Monaten bei guter, von 10 
Monaten bei intermediärer und von 4 Monaten bei schlechter Prognose wider (Motzer et al. 
1999). Derzeit werden zahlreiche andere klinisch-chemische Parameter (Art und Anzahl der 
Metastasen, alkalische Phosphatase, Albumin) und Marker aus renalem Gewebe (VHL, 
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hypoxia inducible factor (HIFα), vascular endothelial growth factor A (VEGFA), carbonic 
anhydrase IX (CA9) und phosphorylated protein kinase B (pAkt)), Blut (Thrombozytose, 
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und VEGFA), Urin (nuclear matrix protein 22 (NMP-
22)) sowie immunologische Marker (tumorinfiltrierende Lymphozyten, natürliche 
Killerzellen und regulatorische T-Zellen) auf ihre prognostische Bedeutung beim NZK 
untersucht, von denen aber noch keiner klinische Anwendung findet (Sun et al. 2011). 
 
 Tab. 1.2: Fuhrman-Grading 
Grad Kerngröße [µm] Form des Zellkerns Nukleoli 
1 10 rund, uniform unauffällig oder fehlend 
2 15 leicht unregelmäßig 
erkennbare hohe Leistung  
(400-fache Vergrößerung) 
3 20 deutlich unregelmäßig 
prominent, groß bei niedriger Leistung 
(100-fache Vergrößerung) 
4 > 20 bizarr, häufig lobuliert große Chromatinklumpen 
 (modifiziert nach Fuhrmann et al. 1982) 
 
1.1.4 Bisherige Nierenzellkarzinom-Therapien 
Die primäre Therapie des lokal begrenzten NZK besteht in der chirurgischen Extirpation 
mittels radikaler Nephrektomie von Tumoren ab einem Durchmesser von 7 cm (Ljungberg 
et al. 2013). Tumoren mit kleinerem Durchmesser (Tumorstadium T1a und T1b) werden 
dagegen Nieren-erhaltend operiert (partielle Nephrektomie). Auch Patienten mit initialen 
Metastasen werden zunächst nephrektomiert, um die Tumorlast zu verringern. Eine 
kurative Behandlung im metastasierten Stadium ist nur durch die operative Entfernung der 
Metastasen möglich und verbessert die Prognose und das tumorspezifische Überleben (TSS) 
der Patienten deutlich (Eggener et al. 2008; Alt et al. 2011). Voraussetzung dafür ist ein 
guter Allgemeinzustand des Patienten, eine begrenzte Anzahl sowie eine günstige 
Lokalisation der Metastasen (Ljungberg et al. 2010). Zusätzlich erhalten die Patienten eine 
systemische Therapie, auch wenn eine Resektion der Metastasen nicht möglich ist. Jedoch 
weisen NZK eine Resistenz gegen Radio- oder Chemotherapien auf (Motzer et al. 1996), die 
in Ansprechraten von 5-8 % auf eine 5-Fluorouracil- oder Floxuridintherapie resultiert 
(Hartmann und Bokemeyer 1999). Deshalb war die Immuntherapie mit Interferon-α (IFNα) 
und Interleukin-2 (IL2), die zu einer Aktivierung des Immunsystems und insbesondere der 
Tumorabwehrzellen führen, viele Jahre lang die einzige Behandlungsmethode. Trotzdem 
wurde ein Ansprechen bei nur ca. 10 % der Patienten unter IFNα-Therapie und ca. 13-21 % 
(low- oder high-dose Therapie) unter IL2-Therapie beobachtet (Minasian et al. 1993; Yang 
et al. 2003). Seit 2006 wurde die Immuntherapie von neueren zielgerichteteren Wirkstoffen, 
den Tyrosinkinase- und mTOR-Inhibitoren, abgelöst (Ljungberg et al. 2010). 
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1.2 Molekulare Mechanismen des Nierenzellkarzinoms 
1.2.1 Tumorentstehung 
Die Karzinogenese beschreibt den Vorgang, der zur Entstehung von Tumoren führt. Dazu 
werden normale Zellen durch einen mehrstufigen Prozess in hochmaligne Tumorzellen 
transformiert. Normalerweise unterliegen Zellen im menschlichen Organismus komplexen 
Regulationsmechanismen, die das Zellgleichgewicht (Gewebehomöostase) durch 
verschiedene Reparatur- und Kontrollsysteme aufrechterhalten. Jedoch kann es durch 
verschiedene Störgrößen auf molekularer, biochemischer und zellulärer Ebene zu einer 
Verschiebung des Gleichgewichts kommen. Die Veränderung der Zellphysiologie, das 
maligne Wachstum und die Ausbreitung von Metastasen sind nur möglich, wenn die Zelle 
bestimmte Eigenschaften in unterschiedlicher Reihenfolge entwickelt: Erhalt proliferativer 
Signale, Umgehung von Wachstumssuppressoren, Apoptoseresistenz, unbegrenzte 
Replikation, Induktion von Angiogenese (vgl. Kapitel 1.2.2) und Aktivierung der 
Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan und Weinberg 2011). 
Ein besonderes Merkmal von Tumorzellen ist die Aufrechterhaltung von chronischer 
Proliferation, die in gesunden Zellen durch sorgfältig kontrollierte Produktion und 
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, die vor allem den Zellzyklus regulieren, unterdrückt 
wird und so die Gewebearchitektur im Gleichgewicht hält. Dagegen produzieren 
Tumorzellen selber Wachstumsfaktor-Liganden, auf die sie mit der Expression von 
verwandten Rezeptoren antworten und so die autokrine Proliferation stimulieren (Sporn 
und Roberts 1985). Alternativ können Tumorzellen durch die Freisetzung von Signalen 
benachbarte Stromazellen anregen, Wachstumsfaktoren zu generieren und sie damit zu 
versorgen (Tlsty und Hein 2001).  
Eine Deregulation von Rezeptorsignalen kann durch eine Erhöhung oder strukturelle 
Veränderungen der Rezeptoren auf der Tumorzelle erfolgen, die dadurch hyperresponsiv auf 
geringe Ligand-Konzentrationen oder sogar Liganden-unabhängig reagiert (Hanahan und 
Weinberg 2011). Mutationsanalysen von humanen Tumoren haben gezeigt, dass 
aktivierende Mutationen im Ras-Raf-MEK-ERK- oder PI3K-Akt-Signalweg zu einer 
verstärkten Bildung von Wachstumsfaktoren führen können (Davies und Samuels 2010). 
Gleichzeitig müssen Tumorzellen starke Programme zur negativen Regulation der 
Zellproliferation durch Zellzykluskontrolle und Apoptoseinduktion umgehen. Zwei wichtige 
Regulatoren sind die Tumorsuppressoren pRB (initiiert Zellzyklusarrest bei DNA-Schäden) 
und p53 (initiiert DNA-Reparatur, Zellzyklusarrest bei irreparablen Schäden und Apoptose), 
deren Gene in der Mehrzahl von Tumoren mutiert vorliegen (Sherr und McCormick 2002). 
Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, stellt eine natürliche Barriere für die 
Entstehung von Tumoren dar. Dieser Prozess führt über die Aktivierung von Caspasen zur 
Chromatinkondensation, Fragmentierung und Auflösung der DNA im Nukleus krankhaft 
veränderter Zellen. Jedoch besitzen Tumoren die Fähigkeit zur Deregulation von anti- und 
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proapoptotischen Proteinen (Bcl-2, IAPs) oder sie reduzieren die Caspaseaktivität, um der 
Apoptose zu entgehen (Wong 2011).  
Lokale Invasion und Fernmetastasierung von Tumoren erfolgt durch die Veränderung der 
Gestalt und der Zell-Zell-Kontakte von Tumorzellen zu Nachbarzellen sowie zur 
extrazellulären Matrix. Der Verlust von E-Cadherin, einem Zell-Zell-Adhesionsmolekül und 
Suppressor von Invasion und Metastasierung, ermöglicht es Tumorzellen, den Zellverband 
zu verlassen und in umliegendes Gewebe einzuwandern (Onder et al. 2008). Eine weitere 
Ursache, die Tumorzellen zur Invasion und Metastasierung befähigt, ist die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT). Darunter versteht man ein regulatorisches 
Entwicklungsprogramm, welches in Abhängigkeit vom Tumormikromilieu zu einer Serie 
von schnellen Veränderungen im zellulären Phänotyp, wie die negative Modulation von Zell-
Zell-Adhäsionsstrukturen, Änderung der Zellpolarität, Reorganisation des Zytoskeletts, 
Isolierung und gesteigerte Beweglichkeit, bis hin zu einer völligen Reprogrammierung einer 
Epithelzelle führen kann (Klymkowsky und Savagner 2009). Nachdem die Tumorzellen über 
die Blutgefäße und das lymphatische System erfolgreich in entfernte Organe disseminiert 
sind, entstehen durch Proliferation dieser Zellen dort metastatische Kolonien (van Zijl et al. 
2011).  
Die Ausbildung essentieller Eigenschaften von Tumorzellen ist durch eine genomische 
Instabilität bedingt, die zufällige Mutationen sowie chromosomale rearrangements zur 
Folge hat. Einige Zellen des Immunsystems begünstigen außerdem die Tumorprogression 
durch das Vorantreiben einer inflammatorischen Reaktion in der prämalignen oder 
malignen Läsion (Hanahan und Weinberg 2011).  
 
1.2.2 Angiogenese und Tumorprogression 
Ist es dem Tumor gelungen, unabhängig von äußeren Signalen und ohne 
Teilungsbegrenzung zu proliferieren, muss er sich über die Blutgefäße mit ausreichend 
Sauerstoff und Nährstoffen versorgen, um zu überleben. Dazu müssen Angiogenese-
assoziierte Gene und Signalwege so moduliert werden, dass es zur Umstrukturierung und 
Vergrößerung des Gefäßsystems und somit zur Induktion von Angiogenese im Tumor 
kommt (Bergers und Benjamin 2003).  
Besonders häufig von Genveränderungen betroffen ist beim NZK das VHL-Gen, auf dem 
kurzen Arm des Chromosoms 3 gelegen (3p25-26), welches als Tumorsuppressor eine 
entscheidende Funktion in der Regulation der Hypoxie in Zellen aufweist (Kim und Kaelin 
2004). Das VHL-Protein (pVHL) ist Teil des E3-Ubiquitinligasekomplexes und unter 
Anwesenheit von Sauerstoff für die Ubiquitin-vermittelte Degradation von HIF-α 
verantwortlich (Abb. 1.1 A).  
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Einflusses von VHL auf die Angiogenese. 
Das VHL-Protein bildet unter Normoxiebedingungen einen Komplex mit Elongin B und C, Cullin 2 (CUL2), 
Ringbox Protein 1 (Rbx1) sowie dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym (E2) und führt so in Anwesenheit von 
Sauerstoff, der HIF-Prolylhydroxylase und des Cofaktors 2-Oxoglutarat (2-OG) zur Ubiquitin (UB)-vermittelten 
Degradation von HIF-α (A links). Ist die Zelle dagegen hypoxisch, kann HIF-α nicht mehr an der ODD (oxygen-
dependent degradation domain) hydroxyliert und so nicht von VHL erkannt und gebunden werden (A rechts). 
Der Abbau findet nicht statt, HIF-α reichert sich in der Zelle an, transloziert in den Zellkern und steigert dort als 
Transkriptionsfaktor die Expression von Angiogenese-assoziierten Genen wie VEGF, PDGF (platelet-derived 
growth factor) und GLUT1 (Glukosetransporter Typ 1). Ist das VHL-Gen wie häufig im NZK mutiert wird auch 
unter Normoxie das HIF-α nicht abgebaut (B) und die Vaskularisierung des Tumors gesteigert (modifiziert nach 
Linehan et al. 2010).  
 
Unter Hypoxiebedingungen, d. h. bei Mangel an Sauerstoff aufgrund des schnellen 
Wachstums im Tumor, kommt es statt des Abbaus zur Akkumulation von HIF-α (Linehan et 
al. 2010). Dieses steigert als Transkriptionsfaktor im Zellkern die Expression Angiogenese-
fördernder Gene wie VEGF, PDGF (platelet-derived growth factor), PLGF (placental 
growth factor) und COX2 (Cycloxygenase 2), von Genen für das Überleben und die 
Proliferation wie TGFα (transforming growth factor α), IGF (insulin-like growth factor) 
und EGFR (epidermal growth factor receptor), der pH-regulierenden CA9 und auch die von 
GLUT1 (Glukosetransporter Typ 1), ein metabolisch-assoziiertes Gen verantwortlich für die 
Glukoseaufnahme (Baldewijns et al. 2010). Ein erhöhtes Level an EGFR und VEGF zieht 
eine Aktivierung des PI3K-Akt- und Ras-Raf-MEK-ERK-Signalwegs nach sich, die an 
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Prozessen wie Proliferation, Migration, Invasion und insbesondere an der Angiogenese 
beteiligt sind (Karar und Maity 2011). Im NZK liegen häufig beide Allele des VHL-Gens 
mutiert, deletiert oder hypermethyliert vor und verhindern so den Abbau von HIF-α auch 
unter Normoxie (Banks et al. 2006) (Abb. 1.1 B). Auf diese Weise fördert der Tumor die 
Vaskularisierung, die dazu beiträgt, auch hypoxische Bereiche ausreichend mit Sauerstoff zu 
versorgen, und er stimuliert gleichzeitig das unkontrollierte Wachstum der Tumorzellen.  
Das pVHL besitzt weitere HIF-abhängige und -unabhängige Funktionen. Zu ersteren gehört 
die Herunterregulation der Expression von Zelladhäsionsmolekülen wie E-Cadherin (Russell 
und Ohh 2007), Occludin und Claudin 1 (Harten et al. 2009), welche zum Abbau von 
interzellulären Verbindungen und zur EMT führt (Krishnamachary et al. 2006; Evans et al. 
2007). HIF-unabhängig beeinflusst pVHL die Organisation der extrazellulären Matrix durch 
Bindung an Fibronektin und Hydroxylierung von Collagen IV (Ohh et al. 1998). Das Fehlen 
einer funktionierenden extrazellulären Matrix in Verbindung mit einer erhöhten VEGFA-
Expression stimuliert sowohl die Angiogenese als auch die Tumorgenese (Baldewijns et al. 
2010). Ein pVHL-Verlust hat durch die Stimulation von NFKB und die Inhibierung von 
apoptotischen Signalwegen ebenfalls Auswirkungen auf die Aktivierung von 
Überlebenssignalen (Yang et al. 2007). Die fehlende Bindung von pVHL an p53 ruft die 
Destabilisierung des Tumorssuppressors hervor, dessen Folgen ein Absinken der 
transkriptionellen p53-Aktivität und damit eine gesteigerte Tumorprogression sind (Roe et 
al. 2006).  
 
1.3 Tyrosinkinaseinhibitoren - Wirkung und Resistenz beim 
metastasierten Nierenzellkarzinom 
1.3.1 Target-Therapien des metastasierten Nierenzellkarzinoms 
In den letzten Jahren hat sich die Prognose von Patienten mit metastasiertem NZK durch 
neue Erkenntnisse über die molekularen Grundlagen von Tumorgenese und -progression 
und die Entwicklung neuer zielgerichteter Medikamente stark verbessert. Diese Target-
Therapien lösen die immuntherapeutische Behandlung ab und bewirken einen spezifischen 
Angriff auf proliferationsfördernde Faktoren wie VEGF und PDGF sowie das Signalmolekül 
mTOR (Escudier et al. 2013). Damit hemmen sie vorrangig die Angiogenese in den 
Tumorherden und verhindern auf diese Weise weiteres Tumorwachstum oder erzielen sogar 
das Schrumpfen von Läsionen. Derzeit sind zur anti-angiogenen Therapie beim 
metastasierten NZK die Multi-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Sunitinib, Sorafenib, 
Axitinib, Pazopanib, der monoklonale Antikörper Bevacizumab sowie die mTOR-Inhibitoren 
Everolimus und Temsirolimus zugelassen (Ljungberg et al. 2013). Bei Patienten mit guter 
oder mittlerer Prognose wird laut Leitlinien der EAU die Anwendung von Sunitinib, IFNα + 
Bevacizumab oder auch Pazopanib als Erstlinientherapie empfohlen (Ljungberg et al. 2013). 
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Der mTOR-Inhibitor Temsirolimus wird dagegen häufig bei Patienten mit schlechter 
Prognose angewendet (Tab. 1.4). Als Zweitlinien-Therapeutikum können Axitinib, Sorafenib, 
Pazopanib oder auch Everolimus, je nach Erstmedikation, verabreicht werden.  
 
 Tab. 1.4: Empfehlungen der EAU 2013 zur systemischen Therapie bei Patienten mit metastasiertem NZK 
NZK-Typ 
MSKCC-
Risikogruppe (3) 
1st-line Therapie 2nd-line Therapie 3rd-line Therapie 
Klarzelliges 
NZK 
Favourable  
oder  
intermediate 
Sunitinib nach TKI-Therapie:  
IFNα + Bevacizumab   
(Pazopanib) Axitinib  
 Sorafenib Everolimus nach TKI- 
 Everolimus Therapie 
bei ausgewählten    
Patienten: nach   
 Zytokintherapie:  
IFNα   
High-dose IL2 Sorafenib  
 Axitinib  
 Pazopanib  
 Poor Temsirolimus   
Nicht-
klarzelliges 
NZK 
Favourable    
Intermediate    
Poor    
 (modifiziert nach Ljungberg et al. 2013) 
 
Aktuell ist Sunitinib eine der Standardoptionen bei der Erstlinientherapie für das 
metastasierte NZK und auch das meist verschriebene Medikament in der Gruppe der anti-
VEGF/VEGFR-Therapeutika (Porta et al. 2014a). Es hat eine hohe inhibitorische Wirkung 
auf die Tyrosinkinasen VEGFR, PDGFR, c-KIT (Stammzellfaktorrezeptor), FLT3 (fms-like 
tyrosine kinase 3 receptor), CSF-1 (colony-stimulating factor 1) und RET (rearranged 
during transfection) (Chow und Eckhardt 2007). Insbesondere die Hemmung der VEGF- 
und PDGF-Rezeptoren ist Ziel dieser Therapie. Durch die Übermittlung von extrazellulären 
Signalen in das Zytoplasma und den Zellkern fördert VEGFR die Angiogenese und PDGFR 
das Wachstum und die Proliferation von Perizyten (liegen auf Kapillaren auf und 
stabilisieren deren Struktur) sowie Fibroblasten, die die Endothelzellen umgeben und diese 
unterstützen (Chow und Eckhardt 2007). Rezeptortyrosinkinasen bestehen strukturell aus 
einer extrazellulären Ligandenbindungs-Domäne (N-terminaler Anteil), einer hydrophoben 
Transmembrandomäne und einer intrazellulären katalytischen Domäne (C-terminaler 
Region) (Hubbard 1999). Nach der Ligandenbindung an der extrazellulären Domäne und 
der Rezeptordimerisierung erfolgt die Signalweiterleitung durch die Autophosphorylierung 
spezieller Tyrosinreste in der zytoplasmatischen Domäne (Chow und Eckhardt 2007). 
Anschließend können die Proteinkinase Scr (proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) 
oder PLC (Phospholipase C) spezifisch über Bindeproteindomänen wie SH2 (Src Homology-
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2), SH3 (Src Homology-3) oder PTB (phosphotyrosine binding domain) rekrutiert und 
aktiviert werden (Pawson 2004).  
 
 
 
Diese Aktivierung ermöglicht die Stimulation des MAPK- und PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs, 
welche für eine erhöhte Genexpression im Zellkern und der daraus resultierenden 
Zellproliferation verantwortlich sind (Abb. 1.2) (Stjepanovic und Capdevila 2014). 
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Sunitinib verhindern durch Blockierung der 
Ligandenbindestelle am Rezeptor die Signalweiterleitung zur Expression von 
proliferationsfördernden und Angiogenese-stimulierenden Genen in Tumor- und 
Endothelzellen (Abb. 1.3) (Ringhoffer et al. 2009). 
Die Behandlung mit Sunitinib verlängerte in ersten Studien das progressionsfreie Überleben 
(PFS) im Median um 6 Monate (11 vs. 5 Monate) und das Gesamtüberleben (OS) um 5 
Monate (26,4 vs. 21,8 Monate) gegenüber IFNα (Motzer et al. 2007; Motzer et al. 2009). 
Dabei wurde auch ein erhöhtes objektives Ansprechen (31 % vs. 6 %) bei Patienten unter 
Sunitinib-Therapie im Gegensatz zur IFNα-Behandlung beobachtet. Komplette Remissionen 
des metastasierten NZK treten unter Sunitinib-Therapie eher selten auf (Albiges et al. 2012). 
Das Augenmerk dieser neuen Wirkstoffe liegt so eher auf einer Langzeitstabilisierung der 
Erkrankung sowie auf einer personalisierten Therapie, die eine möglichst hohe Ansprechrate 
ohne all zu starke Nebenwirkungen für den Patienten erzielen sollte. Die relativ neuen anti-
angiogenen Therapien zeigen häufig Nebenwirkungen wie z. B. Diarrhö (61 %), Müdigkeit 
(54 %), Übelkeit (52 %), Appetitlosigkeit (34 %), Erbrechen (31 %), Hypertonie (30 %), 
Hand-Fuß-Syndrom (29 %) und Schleimhautentzündungen (26 %) (Castellano et al. 2013). 
Abb. 1.2: Signaltransduktion 
von Tyrosinkinaserezeptoren in 
den Zellkern.  
Nach der Bindung von Liganden 
an Rezeptortyrosinkinasen wie 
VEGFR, FGFR und RET erfolgt 
die Signalweiterleitung über den 
MAPK- und den PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg in den Zellkern. 
Dort kommt es zu erhöhter Gen-
expression von proliferations-
fördernden und Angiogenese-
stimulierenden Genen (modifi-
ziert nach Stjepanovic und 
Capdevila 2014). 
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Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass das Überleben von Patienten in Abhängigkeit von 
hoher klinischer Toxizität auf eine Sunitinib- und Sorafenib-Behandlung signifikant 
verbessert war (Di Fiore et al. 2011). Ebenfalls positiv wirkt sich das Auftreten der 
Hypertonie unter Sunitinib-Therapie auf die klinische Prognose von Patienten mit 
metastasiertem NZK aus (Rini et al. 2011). Daher wird vermutet, dass nur dann eine 
Wirkung des Medikaments beobachtet werden kann, wenn auch Nebenwirkungen auftreten. 
Zur Sicherung der Lebensqualität werden diese ebenfalls behandelt, bei akuten Problemen 
wird die Dosis des TKI reduziert oder es erfolgt der Wechsel zu einer anderen Therapie 
(Schwandt et al. 2009). 
 
1.3.2 Potenzielle molekulare Marker für das Therapieansprechen 
Das objektive Ansprechen auf eine TKI-Therapie fällt bei den Patienten mit metastasiertem 
NZK häufig sehr unterschiedlich aus. Während die einen mehrere Monate bis Jahre eine 
Verbesserung oder Stabilisierung der Erkrankung zeigen, erleiden andere nach kurzer Zeit 
einen Progress und versterben kurze Zeit später (Molina et al. 2014). Derzeit werden noch 
keine Biomarker für die Wahl der geeigneten Therapie herangezogen. Stattdessen wird 
durch die Risikoabschätzung mittels klinischer Parameter (z. B. MSKCC-Modell) eine 
Therapieentscheidung getroffen (vgl. Kapitel 1.1.3). Daher ist es von hohem Interesse, 
potenzielle Biomarker, klinische Faktoren oder molekulare Veränderungen zu identifizieren, 
die das Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie vorhersagen können (Sun et al. 2011).  
 
1.3.2.1 VHL-Genveränderungen 
Wie bereits erwähnt (vgl. Kapitel 1.2.2), spielt VHL eine wichtige Rolle in der Angiogenese 
und hat so entscheidenden Einfluss auf die Entstehung und Progression des NZK. 
Keimbahnmutationen im VHL-Gen führen zur Entstehung von zahlreichen Tumoren, 
Abb. 1.3: Die Target-
Therapie beim metasta-
sierten NZK.  
Tyrosinkinaseinhibitoren 
wie Sunitinib, Sorafenib und 
Pazopanib blockieren die 
Rezeptoren von Tumor- als 
auch von Endothelzellen. 
Everolimus und Temsiroli-
mus inhibieren den mTOR-
Signalweg und der 
Antikörper Bevacizumab 
konkurriert mit VEGF um 
die Bindestelle des VEGF-
Rezeptors (Ringhoffer et al. 
2009). 
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einschließlich des klarzelligen NZK (Maynard und Ohh 2004). Interessanterweise wurden 
somatische VHL-Mutationen und 3p-Verluste (Gen-Loci von VHL) in der Mehrzahl der 
lokalen NZK beobachtet (Kim et al. 2005; Beroukhim et al. 2009). Vorangegangene 
Untersuchungen lieferten Hinweise für eine Verbindung zwischen der Inaktivierung des 
VHL-Gens durch Mutationen, Kopienzahlverluste oder/und Promotormethylierungen und 
einer verbesserten Prognose von Patienten mit einem lokal begrenzten NZK (Patard et al. 
2009; Young et al. 2009). Dagegen weisen Patienten mit loss-of-function-Mutationen ein 
signifikant kürzeres PFS und OS auf (Schraml et al. 2002; Kim et al. 2005).  
Basierend auf dem two-hit-Modell von Knudson et al. (1996) führt die biallelische VHL-
Inaktivierung zum Verlust der VHL-Protein- und Tumorsuppressorfunktion und 
infolgedessen zur Aktivierung des HIF-Komplexes sowie zur Überexpression von VEGF, 
PDGF und anderen Angiogenese-assoziierten Genen (Motzer et al. 2006b). Die Inhibierung 
dieser nachgeschalteten Wachstumsfaktoren durch TKI schwächt die Konsequenzen dieser 
HIF-Aktivierung ab. Bei Patienten mit metastasiertem NZK erzielte eine anti-VEGF-
Therapie bei vorhandener VHL-Inaktivierung eine Ansprechrate von 41 % im Vergleich zu 
31 % bei Patienten mit dem Wildtyp (WT)-VHL (Choueiri et al. 2008b). Auch in dieser 
Kohorte war die Ansprechrate bei loss-of-function-Mutationen der Patienten wesentlich 
höher (52 % vs. 31 %). In einer anderen Studie von Choueiri et al. (2013) wurden bei 70 von 
78 untersuchten Patienten mit metastasiertem NZK VHL-Mutationen oder -Methylierungen 
gefunden, die jedoch nicht mit dem PFS oder Gesamtansprechen (ORR) auf eine Pazopanib-
Therapie korrelierten. Ähnliche Ergebnisse postulierten auch Rini et al. (2006) in einer 
Kohorte von 43 Patienten, die verschiedene anti-VEGF-Therapien erhielten (IFNα mit 
Bevacizumab, Sunitinib oder Axitinib). VHL-Mutationen oder Promotormethylierungen 
traten demnach bei 60 % der Patienten auf. Diese zeigten eine Ansprechrate von 48 % 
gegenüber 35 % bei Patienten ohne VHL-Veränderungen (Rini et al. 2006). Die Hypothese, 
dass der VHL-Status einen möglichen prädiktiven Wert für das Ansprechen auf eine TKI-
Therapie darstellt, wird durch diese Ergebnisse bisher nicht eindeutig bestätigt. Deshalb 
sind Analysen dieser Art, die die Tumorbiologie und prädiktive molekulare Grundlagen der 
Angiogenese beim metastasierten NZK genauer charakterisieren, dringend erforderlich. 
 
1.3.2.2 Veränderte Proteinlevel Tumor-assoziierter Gene 
Neben den bereits genannten potenziellen Markern stellen auch Änderungen in den 
Proteinniveaus Tumor-assoziierter Gene mögliche Prädiktoren für die Target-Therapien dar.  
Zwei Studien schildern Assoziationen zwischen einem niedrigen CA9-Level und einem 
kurzen TSS von Patienten mit metastasiertem NZK sowie einer geringen Ansprechrate auf 
die TKI-Therapie (Bui et al. 2003; Muriel López et al. 2012). Es wird vermutet, dass das 
Proteinniveau von VHL, CD31 (Gefäßmarker), PDGFRα, VEGF und dem Apoptoseinhibitor 
Survivin (SVV) im Tumor wichtige Marker für die Prognose und das Überleben der 
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metastasierten NZK-Patienten darstellen (Schraml et al. 2003; Sandlund et al. 2007; Tawfik 
et al. 2007; Liang et al. 2009; Lei et al. 2010). Die Anwendbarkeit solcher Marker für die 
Vorhersage des Ansprechens auf Sunitinib konnte bereits durch einige Studien demonstriert 
werden. So waren z. B. stark erhöhte Proteinlevel von HIF-1α und VEGFR2 mit einem guten 
Ansprechen auf Sunitinib assoziiert (Patel et al. 2008; Terakawa et al. 2011). Auch die 
Aktivierung des Angiogenesesignalwegs, repräsentiert durch ein nachweisbares pVEGFR2-
Proteinlevel im Tumorendothelium, war signifikant mit einem schlechteren PFS und OS bei 
Sunitinib behandelten Patienten assoziiert (del Puerto-Nevado et al. 2014). 
Untersuchungen zu veränderten Proteinlevel im NZK können sowohl am Primärtumor als 
auch am metastasierten Gewebe erfolgen. Allerdings wird der Primärtumor, aufgrund der 
besseren Verfügbarkeit viel häufiger für diese Analysen herangezogen. Diese Fragestellung 
betreffend untersuchten Aziz et al. (2013) mit Hilfe quantitativer Immunfluoreszenz eine 
ganze Reihe von Targets aktueller Therapien wie c-KIT, FGFR1, HIF-2α, mTOR, PDGFRβ, 
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VEGFA, VEGFC, VEGFD, MEK1, und ERK1/2 in primären und 
den entsprechenden metastasierten Tumoren. Dabei wurden für MEK1 und Ki67 
(Proliferationsmarker) höhere Proteinmengen in den metastasierten Proben beobachtet, 
weitere signifikante Unterschiede zwischen den globalen Proteinniveaus der primären und 
metastasierten Proben wurden jedoch nicht gemessen (Aziz et al. 2013).  
Zusätzlich könnten aber auch zirkulierende, lösliche Proteine als Marker für einen 
möglichen Therapieerfolg fungieren. In einer Studie von Harmon et al. (2014) wurden 
sVEGFR3 und IL8 im Plasma Sunitinib-therapierter Patienten als unabhängige 
prognostische Marker für das OS identifiziert. Eine aktuelle Arbeit hat den prognostischen 
und prädiktiven Wert von Biomarkern (aus Blut und Gewebe, SNPs sowie Zellkultur) für die 
anti-VEGF-Therapie aus 48 Studien systematisch analysiert (Funakoshi et al. 2014). Fünf 
Biomarker randomisierter Studien (VEGFA, IL6, HGF, Osteopontin und Polymorphismen in 
IL8) und drei Marker (IL8, HGF und Osteopontin) aus anderen klinischen Studien schienen 
mit dem Ansprechen auf die Target-Therapie assoziiert zu sein, jedoch erfüllte keiner dieser 
Biomarker das höchste Evidenzlevel (Funakoshi et al. 2014). Interessanterweise hat eine 
TKI-Behandlung sogar Auswirkungen auf die Proteinlevel relevanter Biomarker und den 
Tumorgrad. Sharpe et al. (2013) beobachteten z. B. eine Reduktion der Gefäßdichte (CD31), 
einen Anstieg der Proteinniveaus von Ki67 und FGF2 sowie einen Anstieg des Tumorgrades 
durch die TKI-Therapie, die basierend auf diesen Daten mit einem aggressiveren Tumor-
Phänotyp assoziiert sein könnte. Wie aus diesen Daten hervorgeht, ist eine zielgerichtete 
Evaluierung von Biomarkern mit potenzieller prädiktiver Funktion und klarem 
Anwendungsbereich in der Praxis dringend erforderlich. 
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1.3.2.3 Polymorphismen 
Single nucleotide polymorphisms (SNPs), auch Einzelbasenaustausche genannt, sind 
Variationen einzelner Basenpaare in einem DNA-Strang, die mit einer Häufigkeit von 
mindestens 1 % in einer Population vorkommen. SNPs stellen ca. 90 % aller genetischen 
Varianten im menschlichen Genom dar und treten ungleichmäßig stark in bestimmten DNA-
Abschnitten auf (Brookes 1999). Der Austausch von Cytosin durch Thymin erfolgt 
wesentlich häufiger, weil das vorhandene 5-Methylcytosin durch spontane Desaminierung in 
Thymin umgewandelt wird (Holliday und Grigg 1993). Als synonymer SNP wird ein 
Basenaustausch bezeichnet, bei dem das Triplett danach weiterhin die gleiche Aminosäure 
kodiert. Ist dagegen die kodierende Region eines Gens von einem Basenaustausch betroffen, 
der eine Aminosäuresubstitution nach sich zieht, wird der SNP als nicht-synonym 
bezeichnet (Mah et al. 2011). Infolge der Veränderung der primären Aminosäuresequenz 
durch einen SNP kann die Funktion des Proteins gestört werden und drastische 
Auswirkungen auf den Phänotyp des Zielproteins bis hin zu dessen Funktionsverlust haben 
(Mah et al. 2011). Es wird außerdem vermutet, dass SNPs direkt für genetisch bedingte 
Krankheiten verantwortlich sein können, da sie die Sequenz eines Gens oder auch 
regulatorische Regionen verändern (Riva und Kohane 2002). Aus diesem Grund sind SNPs 
derzeit ein wichtiges Untersuchungsziel in der klinischen Forschung und für die 
Entwicklung neuer Medikamente.  
Mehrere Studien berichten über Effekte der genetischen Variabilität durch SNPs in 
ausgewählten Genen auf die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sunitinib und 
Pazopanib in Patienten mit metastasiertem NZK (Garcia-Donas et al. 2011; van der Veldt et 
al. 2011; Xu et al. 2011; Beuselinck et al. 2013b). Es wurden dabei SNPs in Genen von 
Efflux-Transportern (ABCB1), Enzymen des Metabolismus (CYP3A5, NR1/2 und NR1/3), in 
Angiogenese-assoziierten Genen (HIF-1α, PDGFRα, VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3) sowie 
in Genen von VEGF-unabhängigen Signalwegen (FGFR2 und IL8) untersucht. In einer 
Kohorte von 91 Patienten mit metastasiertem NZK zeigten CC-Träger (WT) des VEGFR1-
SNP rs9582036 ein schlechteres PFS und OS im Vergleich zu Patienten mit dem AC/AA-
Genotyp (Beuselinck et al. 2013a). Scartozzi et al. (2013) beobachteten für die VEGFA-SNPs 
rs699947 und rs2010963 signifikante Assoziationen mit dem PFS und OS. Außerdem waren 
die Nebenwirkungen Hand-Fuß-Syndrom (HFS) und Hypertonie (HTN) der Sunitinib-
Therapie mit SNPs in VEGFA und ABCB1 assoziiert (van Erp et al. 2009; Eechoute et al. 
2012; Kim et al. 2012). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, den Einfluss von SNPs 
auf das Ansprechen auf eine TKI-Therapie und das Überleben der Patienten zu klären. 
 
1.3.3 Resistenzentwicklung 
Es gibt einige Vermutungen und Theorien über die Entstehung der Resistenzmechanismen. 
Permanente genetische oder epigenetische Veränderungen in Angiogenese-assoziierten 
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Genen werden aufgrund schneller Reversibilität der Resistenz im Xenograft-Modell als 
Ursache für die Entstehung der Resistenz ausgeschlossen (Panka et al. 2008). Deshalb geht 
man davon aus, dass physiologische Veränderungen im Mikromilieu zur Wiederherstellung 
der Angiogenese während der VEGFR-Blockade führen (Rini und Atkins 2009). Demnach 
kommt es kurz nach Therapiebeginn zu einem fast vollständigen Stillstand des Blutflusses 
im Tumor, der die Bildung von nekrotischem Gewebe nach sich zieht. Allmählich wird der 
Blutfluss durch die Infiltration der nekrotischen Tumorreste mit Endothelzellen 
wiederhergestellt und ein weniger VEGF-abhängiges Gefäßsystem aufgebaut (Rini und 
Atkins 2009). Dieser Vorgang wird auch als „angiogenic escape“ bezeichnet.  
Eine weitere Möglichkeit der Resistenzentstehung könnte auf eine gesteigerte Angiogenese, 
als Folge der Hypoxie-vermittelten HIF-1α-Überexpression im Tumor, zurückzuführen sein. 
Ob der Konzentrationsanstieg von HIF-1α und der zirkulierenden Proteine VEGF und PDGF 
ausreicht, die VEGFR-Blockade der anti-VEGF-Therapeutika zu umgehen, ist unklar. 
Ergebnisse klinischer Studien zeigten eine anhaltende, wenn auch weniger ausgeprägte 
Wirksamkeit einer VEGFR-Blockade nach initialer Resistenz auf eine andere anti-VEGF-
Therapie, die Rückschlüsse auf eine teilweise VEGF-abhängige Resistenzentstehung zulässt 
(Rini und Atkins 2009). In der Sequenzstudie von Rini et al. (2008) erhielten metastasierte 
NZK-Patienten mit Progress auf eine Bevacizumab-Therapie im Anschluss eine Behandlung 
mit Sunitinib. Von diesen Patienten zeigten 23 % ein objektives partielles Ansprechen und 
bei 84 % konnte eine Reduktion der gesamten Tumorlast beobachtet werden. Obwohl eine 
gewisse Aktivität der sequentiellen anti-VEGF-Therapie erhalten blieb, schien die 
Sensitivität des Tumors auf eine weitere Target-Therapie von den Eigenschaften der 
vorangegangenen Therapie wie Art, Dauer, Wirksamkeit und Quantität abzuhängen (Rini 
und Atkins 2009). 
Neuere Studien unterscheiden derzeit zwischen der intrinsischen Resistenz als primäres 
Phänomen und der erworbenen Resistenz als sekundäres Phänomen (Buczek et al. 2014). 
Die intrinsische Resistenz, deren Ursachen auf genetischer Ebene vermutet werden, ist mit 
einer geringen Aussicht auf ein gutes Ansprechen auf eine Sequenz-Therapie und mit einer 
schlechten Prognose bei metastasierten NZK-Patienten assoziiert (Busch et al. 2011). Unter 
dem Begriff der erworbenen Resistenz werden vier unterschiedliche Mechanismen 
zusammengefasst: die Hoch- oder Herunterregulation von Genen alternativer Signalwege, 
die die Angiogenese in Tumornähe unterstützen, die erhöhte Abdeckung der Tumorgefäße 
mit Perizyten, die Rekrutierung pro-angiogener Entzündungszellen aus dem Knochenmark 
und schließlich die erhöhte Invasivität von Tumorzellen in das umliegende Gewebe, mit 
deren Hilfe der Tumor den Bedarf an Neovaskularisierung umgeht (Bergers und Hanahan 
2008).  
Ergebnisse von in vitro-Modellen führten den Prozess der lysosomalen Ausscheidung von 
Sunitinib als spezifische zelluläre Anspassung an toxische TKI-Konzentrationen im TKI-
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resistenten NZK ein (Gotink et al. 2011). Des Weiteren wurde dargestellt, dass durch die 
Hypoxie ein bösartigerer Phänotyp begünstigt wird, bei dem es zu vermehrter Entstehung 
von Metastasen und einer Desensibilisierung von Zellen auf eine anti-angiogene Therapie 
kommt (Loges et al. 2009). Anhand all dieser Daten lässt sich erkennen, dass die 
Resistenzentwicklung bei der anti-VEGF-Therapie ein multifaktorieller und sehr komplexer 
Mechanismus ist, welcher verschiedene Zelltypen des Tumormikromilieus umfasst. Um die 
zahlreichen Vermutungen zu bestätigen und die ablaufenden Prozesse der Resistenz 
aufzuklären, sind weitere Studien erforderlich. 
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2. Ziele der Arbeit 
Die Prognose beim lokal begrenzten NZK kann sehr unterschiedlich ausfallen und korreliert 
mit dem Metastasenstatus der Patienten. Bisher wird die Prognose anhand klinischer 
Parameter abgeschätzt, um schnellstmöglich eine Therapieentscheidung zu treffen. 
Biomarker, die eine Vorhersage für das Auftreten von Metastasen und damit eine genauere 
Prognose erlauben, könnten die Behandlungseffektivität der Patienten mit erhöhtem 
Metastasierungsrisiko steigern und deren Überleben entscheidend beeinflussen. 
Die Therapie des metastasierten NZK hat sich durch den Einsatz von Tyrosinkinase- und 
mTOR-Inhibitoren immens verbessert. Obwohl viele Patienten von einer Sunitinib-Therapie 
profitieren, gibt es auch jene, die nicht auf diese Behandlung ansprechen oder schon nach 
kurzer Zeit einen Progress erleiden. Derzeit gibt es keine klinischen Modelle oder 
Biomarker, die das Ansprechen auf eine anti-VEGF-Therapie vorhersagen. 
Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand deshalb die Identifikation von molekularen 
Markern, die das Abschätzen der Prognose beim lokalen NZK sowie des Ansprechens auf 
eine Sunitinib-Therapie beim metastasierten NZK ermöglichen könnten. Dazu sollten 
potenzielle Biomarker auf mRNA- und Proteinebene am Primärtumor bestimmt, 
ausgewertet und anschließend hinsichtlich potenzieller Assoziationen mit klinischen 
Parametern, dem Ansprechen auf die Sunitinib-Behandlung und deren Nebenwirkungen 
analysiert werden. Des Weiteren galt es zu untersuchen, inwieweit genetische Faktoren 
einen Einfluss auf die Effizienz dieser Therapie haben könnten. Molekularbiologische 
Studien dienten der Aufklärung des VHL-Mutations-, Kopienzahl- und 
Promotormethylierungsstatus sowie der Identifikation von Polymorphismen in 
Angiogenese-assoziierten Genen der mit Sunitinib behandelten Patienten. Das Auftreten von 
Rezidiven und die damit verbundene Progression der Krankheit unter einer anti-VEGF-
Therapie scheint auf die Entstehung von Resistenzmechanismen zurückzuführen sein. Dabei 
werden durch Tumorzellen Angiogenese-unabhängige Signalwege induziert, die die 
Nährstoffversorgung und so das Wachstum des Tumors weiterhin gewährleisten können. 
Um den funktionellen Einfluss der erworbenen Resistenz zu überprüfen, sollten die 
vielversprechendsten Marker der immunhistochemischen Begutachtungen in Sunitinib-
resistenten NZK-Zelllinien im Vergleich zu sensitiven Zellen untersucht werden. Für die 
Analyse der Proteinlevel ausgewählter Marker kamen molekularbiologische Methoden zum 
Einsatz. 
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3. Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Patienten, Blut- und Gewebeproben 
Die Asservierung von Gewebeproben und ihre Verwendung zu Forschungszwecken wurde 
von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Technischen Universität Dresden 
(EK59032007 and EK195092004) genehmigt. Außerdem lagen schriftliche Einverständnis-
erklärungen jedes Patienten vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben von drei 
unterschiedlichen Patientenkohorten analysiert. 
Die erste Kohorte, verwendet für die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) 
verschiedener Angiogenese-assoziierter Gene, umfasst 85 Patienten mit klarzelligem NZK, 
die zwischen 1994 und 2001 in der Klinik für Urologie des Universitätsklinikums Carl 
Gustav Carus Dresden partiell oder radikal nephrektomiert worden sind. Die Konservierung 
von primären Tumoren und korrespondierendem tumorfreien Gewebe in flüssigem 
Stickstoff schloss sich der Operation zeitnah an. 
Für die Untersuchungen zum Therapieansprechen wurde eine zweite Kohorte von 42 mit 
Sunitinib behandelten metastasierten NZK-Patienten zusammengestellt. Die Tumor-
nephrektomien dieser Patienten wurden zwischen 1997 und 2010 durchgeführt und nach 
der Diagnose von Metastasen (zum Zeitpunkt der Primärdiagnose oder später) erhielten 
diese eine Therapie mit dem TKI Sunitinib. Insgesamt 11 dieser Patienten erhielten zuvor 
eine Immuntherapie (IL2 und IFNα) oder eine Chemotherapie (5FU), wohingegen 4 
Patienten vor der Sunitinib-Therapie mit Sorafenib behandelt worden sind. Sunitinib wurde 
oral in einer täglichen Dosis von 50 mg in 6 Wochen Zyklen verabreicht. Auf vier Wochen 
der Einnahme folgten zwei Wochen Behandlungspause. Eine Dosisreduktion auf 37,5 mg 
oder 25 mg wurde in Anhängigkeit der individuellen Verträglichkeit erlaubt. CT-Scans 
wurden vor Behandlungsbeginn und nach jeweils zwei Behandlungszyklen (aller drei Monte) 
angefertigt. Das objektive Ansprechen wurde gemäß der Response Evaluation Criteria in 
Solid Tumors (RECIST) Version 1.1 beurteilt (Eisenhauer et al. 2009). Das partielle 
Ansprechen und die stabile Erkrankung wurden zur objektiven Ansprechrate 
zusammengefasst. Patienten mit gemischtem Ansprechen (einige Läsionen zeigten unter 
Therapie verringerte Größe, parallel ist aber eine neue Läsion aufgetreten) haben weiterhin 
Sunitinib erhalten und wurden deshalb auch als Responder klassifiziert. Aufgrund der 
begrenzten Anzahl an möglichen Therapieoptionen zu diesem Zeitpunkt wurde die klinische 
Entscheidung in solchen Fällen eher zurückhaltend getroffen. Ein komplettes Ansprechen 
konnte bei keinem Patienten erreicht werden. Patienten mit einer progredienten 
Erkrankung wurden als Nicht-Responder klassifiziert. Das Auftreten von Nebenwirkungen 
wie das HFS und HTN wurde nach aktuellen Richtlinien erfasst (National Cancer Institute, 
Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) Version 3.0). 
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Die dritte Kohorte umfasste 121 Patienten mit metastasiertem klarzelligen NZK, die nach 
Nephrektomie (von 1990 bis 2012) ebenfalls eine Sunitinib-Therapie erhalten haben. Durch 
eine Kooperation mit dem Deutschen Netzwerk Nierenzelltumoren konnten für die SNP-
Analysen Lymphozyten aus periphärem Blut oder tumorfreies Gewebe (entnommen bei 
Nephrektomie) von Patienten der Kliniken Dresden, Jena und Homburg verwendet werden. 
Die Einnahme des TKI Sunitinib, die Bewertung des Ansprechens mit Hilfe der CTs, die 
Dosisreduktion als auch die Erfassung der Nebenwirkungen erfolgte wie bereits beschrieben.  
 
3.1.2 Geräte, Verbrauchsmaterialien und Software 
 Tab. 3.1: Geräte, Verbrauchsmaterialien und Software 
Produkt Hersteller 
ABI 3100 Genetic Analyzer; Sequenzing Analysis 
software 
Life Technologies, Darmstadt 
Bioanalyzer 2100; -Software (B.02.02); Priming 
Station 
Agilent Technologies, Waldbronn  
Chemilumineszentgerät, MicroChemi 4.2 biostep GmbH, Jahnsdorf  
Combitips Eppendorf Eppendorf, Hamburg 
CultureSlides (4 Kammern) VWR, Darmstadt 
Costar EIA Plate (Mikrotiterplatte) R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Cutfix Surgical Disposable Scalpel Braun, Melsungen 
Dampfgarer Braun GmbH, Kronberg/Taunus 
Dampfsterilisator Varioklav 400 H+P Labortechnik, Oberschleissheim 
Deckgläschen Menzel-Gläser, Braunschweig 
Einwegpipetten (5; 10; 25; 50 ml) Corning, Berlin 
Eismaschine  Ziegra, Isernhagen 
Elektrophoresekammer Biotec Fischer, Reiskirchen 
Elektrophorese-Netzgerät EPS 3500 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Elektroporationsküvette (Spaltbreite 0,1 cm) Bio-Rad, München 
Färbeautomat Autostainer 480 Lab Vision, Fremont (USA) 
Filterspitzen SafeSeal (10; 100; 1000 μl) Biozym, Hessisch Oldendorf 
GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla (USA) 
IBM SPSS Statistics 21.0 IBM SPSS, Chicago (USA) 
Inkubationsschütteltruhe Classic C25KC New Brunswick Scientific, Nürtingen 
Kryotom Leica CM3050 S Leica,Wetzlar 
Kryoröhrchen (2 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen 
LASERGENE 8; Primer Select DNASTAR, Inc, Madison (USA) 
LightCycler 480; -Software (1.5.0) Roche, Mannheim 
Magnetrührwerk MR 3001 Heidolph, Schwabach 
Manual Tissue Arrayer MTA-1 Alpha Metrix Biotech GmbH, Rödermark 
Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg 
Microplate Reader Mithras LB940  Berthold Technologies, Bad Wildbad 
Mikroskop Axioskop 2 MOT; AxioCam MRc 5; 
Axiovision Release 4.8.3 SP1 (12-2011) 
Carl Zeiss AG Deutschland, Jena 
Mikrotom Microm HM 440E Thermo Scientific, Bonn 
Multistepper Eppendorf, Hamburg 
NanoDrop 1000 PEQLAB, Erlangen 
Objektträger, silanisiert Dako, Hamburg 
Objektträger, SuperFrost-Plus Engelbrecht, Edermünde 
Power Pac 300 (Spannungsgeber f. Elektrophorese) Biorad, München 
PCR softtubes (0,5 ml) Biozym, Hessisch Oldendorf 
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Produkt Hersteller 
pH-Meter 761 Calimatic Knick, Berlin 
Pipetten Eppendorf Eppendorf, Hamburg 
Pipetboy Pipettierhilfe Integra Biosciences, Fernwald 
Polystyrolzellkulturflaschen, steril (25 cm², 75 cm² 
Wuchsfläche) 
Sarstedt, Nürmbrecht 
Präzisionsküvetten (Quarzglas) Hellma, Müllheim 
Präzisionswaage NavigatorTM Ohaus, Nänikon (Schweiz) 
PyroMark TMQ24 Cartridge Qiagen, Hilden 
PyroMarkTMQ24 Instrument; -Software; 
PyroMarkTMQ24 Vacuum Prep Workstation; 
Biotage, Uppsala (Sweden) 
PyroMark TMQ24 Plate Qiagen, Hilden 
PCR-96-AB-C (Microplate) Corning, Berlin 
PCR 96-Well TW-MT-Platte, weiß Biozym, Hessisch Oldendorf 
PTC-100 Programmable Thermal Controller MJ Research, Ramsey (USA) 
Reaktionsgefäße (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Spektrophotometer Ultrospec 3000 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Spritzen Braun, Melsungen 
Spritzenvorsatzfilter 0,2 µm Sarstedt, Nümbrecht 
Standardtips (10; 100; 1000 μl) Nerbe, Winsen/Luhe 
Sterilbank antairBS, W.H. Mahl (Kaarst) 
UV-Tisch N90 MW 312 nm Faust, Schaffhausen (Schweiz) 
Vakuumtrockner/Speed Vac SC110 Savant Instruments, Holbrook (USA) 
Vortex Mixer VWR, Darmstadt 
XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System Life Technologies, Darmstadt 
Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+ Heraeus, Wehrheim 
Zentrifuge Universal 32 Hettich, Tuttlingen 
Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml)  Greiner bio-one, Frickenhausen 
 
3.1.3 Reagenzien und Kits 
 Tab. 3.2: Reagenzien und Kits 
Produkt Hersteller 
Agarose NEEO Ultra Qualität Roth, Karlsruhe 
Alkalische Phosphatase Roche, Mannheim 
AmpliTaq GoldTM DNA Polymerase Roche, Mannheim 
Aprotinin  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 
Aqua dest. für Injektionszwecke Serumwerk Bernburg, Bernburg 
Bacto®-Agar Difco Laboratories, Augsburg 
Bacto®-Trypton Difco Laboratories, Augsburg 
Bacto®-Hefeextrakt Difco Laboratories, Augsburg 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Life Technologies, Darmstadt 
Biocoll Separating Solution BIOCHROM AG, Berlin 
Borsäure Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
Cell Proliferation Kit I (MTT-Test) Roche, Mannheim 
Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt 
DAB-Substrat Dako, Hamburg 
dNTP-Mix (10 mM/dNTP) Promega, Mannheim 
1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 
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Produkt Hersteller 
DNA-Ladder 100bp Life Technologies, Darmstadt 
Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Paschin (Österreich) 
Elektrokompetente E.coli-Zellen (XL1-Blue)  Agilent Technologies, Waldbronn  
Entellan Neu Merck, Darmstadt 
EnVision Dual Link System-HRP Dako, Hamburg 
Eosin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ethanol (absolut) VWR, Darmstadt 
Ethanol (96 %, vergällt) Berkel AHK, Ludwigshafen 
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 
Exonuklease New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main 
EZ DNA Methylation-GoldTM Kit Zymo Research Corporation, Irvine (USA) 
Glucose Merck, Darmstadt 
Glycerin Merck, Darmstadt 
Hämalaun n. Meyer (saures) Merck, Darmstadt 
Hi-DiTM Formamide Life Technologies, Darmstadt 
HotStar HiFidelity Polymerase Kit Qiagen, Hilden 
Invisorb® Spin Cell DNA Mini Kit  Invitek, Berlin 
Invisorb® Spin Tissue DNA Mini Kit Invitek, Berlin 
Invisorb® Spin Tissue RNA Mini Kit Invitek, Berlin 
Isopropanol VWR, Darmstadt 
Kaliumchlorid (KCl) Fluka Chemika, Neu-Ulm 
Kontroll-DNA (un-, methylierte DNA) EMD Millipore Corporation, Billerica (USA) 
Leupeptin Sigma-Aldrich, Steinheim 
LightCycler® TaqMan® Master Roche, Mannheim 
LightCycler® FastStart® DNA Master HybProbe Roche, Mannheim 
Lithiumcarbonat Klinikapotheke UKD 
Lysis Solution R Invitek, Berlin 
MagicMarkTM XP Western Protein Standard  Life Technologies, Darmstadt 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Mayers Hämalaun Merck, Darmstadt 
Mikrozid Schülke & Mayr, Norderstedt 
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt 
Natriumdeoxycholat (Na-) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumflourid (NaF) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumhydroxid  Merck, Darmstadt 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich, Steinheim 
NuPAGE® Antioxidant Life Technologies, Darmstadt 
NuPAGE® Bis-Tris Precast Gele (4-12 %, 1,0 mm, 12 
Wells) 
Life Technologies, Darmstadt 
NuPAGE® MES SDS Running Buffer Life Technologies, Darmstadt 
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer Life Technologies, Darmstadt 
Pepstatin Sigma-Aldrich, Steinheim 
pGEM-T® Easy-Vektor System Promega, Mannheim 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
PierceTMBCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Bonn 
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific, Bonn 
Primer Tib Molbiol, Berlin 
Proteinase K Roche, Mannheim 
PTM-Puffer Thermo Scientific, Bonn 
PyroMark Annealing Buffer Qiagen, Hilden 
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Produkt Hersteller 
PyroMark Denaturation Solution Qiagen, Hilden 
PyroMark Binding Buffer Qiagen, Hilden 
PyroMark® GOLD Q24 Reagents Qiagen, Hilden 
PyroMark PCR Kit Qiagen, Hilden 
PyroMark Wash Buffer Qiagen, Hilden 
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
QIAshreddersTM Qiagen, Hilden 
Random Hexamer Primer pd(N)6  GE Healthcare Life Sciences, München 
RNA 6000 Nano LabChip-Kit Agilent, Böblingen 
RNase A  AppliChem, Darmstadt 
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden 
RNaseZap Sigma-Aldrich, Steinheim 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
Salzsäure (HCl, 37 %) Merck, Darmstadt 
Sekusept plus Ecolab, Düsseldorf 
SEPHADEX G-50 VWR, Darmstadt 
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder  Thermo Scientific, Bonn 
Stickstoff (flüssig) AirLiquide, Düsseldorf 
Streptavidin SepharoseTM High Performance (Beads) GE Healthcare Life Sciences, München 
SuperScript® II Reverse Transcriptase Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Master Mix Life Technologies, Darmstadt 
TBS-Puffer Klinikapotheke UKD 
Tergitol NP40 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tissue-Tek®, Einbettmedium Sakura, Staufen 
Tris Ultra Roth, Karlsruhe 
Type-it Fast SNP Probe PCR Kit Qiagen, Hilden 
UltraVision LP Detection System HRP Polymer; DAB 
Plus Chromogen 
Thermo Scientific, Bonn 
Vectastain Universal Elite ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA) 
Vector® NovaREDTM Substrate Kit for Peroxidase Vector Laboratories, Burlingame (USA) 
Wasserstoffperoxidlösung (35 %) Merck, Darmstadt 
Xylencyanol Fluka Chemika, Neu-Ulm 
Xylol VWR, Darmstadt 
 
3.1.4 Assays 
 Tab. 3.3: Assays 
Produkt Hersteller 
PyroMark CpG Assay Hs_VHL_01_PM Qiagen, Hilden 
TaqMan® Copy Number Assay VHL (Hs06700943-cn) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Copy Number Reference Assay RNase P (4403326) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay EPAS1 (Hs01026149_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay FIGF (Hs01128657_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay FLT4 (Hs01047677_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay HIF1A (Hs00153153_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay PPIA (Hs99999904_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan® Gene Expression Assay VHL (Hs00184451_m1) Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_8311602_10) rs699947 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_8311614_10) rs2010963 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_16198794_10) rs3025039 Life Technologies, Darmstadt 
  Material und Methoden 
  24 
Produkt Hersteller 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_1647379_10) rs1570360 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_32231227_10) rs9554320 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_1910658_10) rs9582036 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_11895315_20) rs1870377 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_22271999_20) rs2305948 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_12033087_20) rs307826 Life Technologies, Darmstadt 
TaqMan®SNP Genotyping Assay (C_918832_20) rs307821 Life Technologies, Darmstadt 
 
3.1.5 Primer und Sonden 
 Tab. 3.4: Primer und Sonden 
Genregion Primersequenz 
Schmelz-
temperatur 
( °C) 
Fragment
-größe 
(bp) 
VHL-Exon 1a CGCGAAGACTACGGAGGT (FW) 
GGACTGCGATTGCAGAAGAT (RV) 
60 348 
VHL-Exon 1b GAGTACGGCCCTGAAGAAGA (FW) 
GCTTCAGACCGTGCTATCGT (RV) 
60 332 
VHL-Exon 2 ACCGGTGTGGCTCTTTAACAACCT (FW) 
GCCCAAAGTGCTTTTGAGACACCA (RV) 
60 376 
VHL-Exon 3a GCCTCTTGTTCGTTCCTTGTACTGA (FW) 
ACGATATGCTGCAATTCCCACTGAA (RV) 
60 574 
VHL-Exon 3b GAAATTACTACAGAGGCATGAACACCAT (FW) 
GTGCCTATTTTACTCTGAGAATGAGACACT (RV) 
60 510 
VHL-Promotor U 
(unmethyliert) 
GTTGGAGGATTTTTTTGTGTATGT (FW) 
CCCAAACCAAACACCACAAA (RV) 
58 165 
VHL-Promotor M 
(methyliert) 
TGGAGGATTTTTTTGCGTACGC (FW) 
GAACCGAACGCCGCGAA (RV) 
58 158 
FLT1v2 F/R 
(Isoform 2)  
CACCTTGGTTGTGGCTGAC (FW) 
GTGCTTTTAAATTTGGAGATCCGAG (RV) 
58 466 
Sonde FLTv2 TM 
(Isoform 2) 
FAM-TTTGTTGCAGTGCTCACCTCTGATTGT-BBQ 
58 - 
 FW - forward, RV - reverse 
 
3.1.6 Antikörper 
 Tab. 3.5: Primäre Antikörper für Immunhisto- und Immunzytochemie 
Produkt Erläuterung Hersteller Demaskierung Verdünnung 
VHL 
(monoklonal) 
Ig32 BD Biosciences,  
Heidelberg 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 15 min 
1/100 
HIF-1α 
(monoklonal) 
H1alpha67 Novus Biologicals,  
Cambridge, UK 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 30 min 
1/100 
M75 (CA9)1 
(monoklonal) 
- University Medical Center 
Nijmegen, Experimental 
Urology 
Citrat-Puffer 
 pH 6.0, 10 min 
1/200 
CD31 
(monoklonal) 
JC70A Dako Deutschland GmbH, 
Hamburg 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 20 min 
1/5.000 
CD34 
(monoklonal) 
QBEnd 10 Dako Deutschland GmbH, 
Hamburg 
Citrat-Puffer 
pH 6.0, 20 min 
1/500 
Flt1 (VEGFR1) 
(polyklonal) 
C-17 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 15 min 
1/150 
Flk1 (VEGFR2) 
(monoklonal) 
A-3 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 10 min 
1/500 
Flt4 (VEGFR3) 
(polyklonal) 
C-20 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Citrat-Puffer 
pH 6.0, 15 min 
1/1.000 
pVEGFR1 
(polyklonal) 
(Tyr 1333) Abcam,  
Cambridge, UK 
Tris-EDTA  
pH 8.0, 15 min 
1/400 
pVEGFR2 
(monoklonal) 
(Tyr 1175) Cell Signaling Technology, 
Inc., Danvers, USA 
Tris-EDTA  
pH 8.0, 15 min 
1/900 
VEGFA 
(monoklonal) 
VG1 Novus Biologicals, 
Cambridge, UK 
Tris-EDTA  
pH 9.0, 10 min 
1/800 
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Produkt Erläuterung Hersteller Demaskierung Verdünnung 
VEGF165B 
(monoklonal) 
MRVL56/1 Abcam, 
Cambridge, UK 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 15 min 
1/1.000 
NRP-1 
(polyklonal) 
ZMD.223 Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 10 min 
1/150 
NRP-2 
(monoklonal) 
C-9 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Tris-EDTA  
pH 9.0, 15 min 
1/300 
PDGFRα 
(polyklonal) 
C-20 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Tris-EDTA  
ph 9.0, 10 min 
1/300 
PDGFRβ 
(polyklonal) 
P-20 Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Tris-EDTA  
pH 9.0, 10 min 
1/400 
pPDGFRα 
(polyklonal) 
(Tyr 720) Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Tris-EDTA  
pH 9.0, 15 min 
1/550 
pPDGFRβ 
(polyklonal) 
(Tyr 751)-R Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
Tris-EDTA  
pH 9.0, 10 min 
1/1.000 
Ki67 
(monoklonal) 
MIB-1 Dako Deutschland GmbH, 
Hamburg 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 20 min 
1/500 
SVV  
(polyklonal) 
- Novus Biologicals, 
Cambridge, UK 
Citrat-Puffer  
pH 6.0,15 min 
1/2.000 
pAkt 
(monoklonal) 
(Ser473) 736E11  Cell Signaling Technology, 
Inc., Danvers, USA 
Citrat-Puffer  
pH 6.0, 15 min 
1/50 
 1zur Verfügung gestellt von E. Oosterwijk (University Medical Center Nijmegen Experimental Urology) 
 
 Tab. 3.6: Primäre und sekundäre Antikörper für den Western Blot 
Produkt Erläuterung Wirtstier Hersteller Blockierung Verdünnung 
primäre AK      
Akt  
(monoklonal) 
E45W Kaninchen Abcam,  
Cambridge, UK  
BSA/TBS-T 1/500 
β-Aktin 
(monoklonal) 
AC-74 Maus Sigma-Aldrich,  
Steinheim 
MMP/PBS-T 1/50.000 
HIF-1α 
(monoklonal) 
H1alpha67 Maus Novus Biologicals,  
Cambridge, UK 
MMP/PBS-T 1/3.000 
pAkt 
(monoklonal) 
pS472/pS473 Maus BD Biosciences, 
Heidelberg 
BSA/TBS-T 1/200 
sekundäre AK      
anti-Maus-HRP 
(polyklonal) 
P0260 Kaninchen Dako Deutschland 
GmbH, Hamburg 
je nach primär 
AK 
1/1.000 
anti-Kaninchen-
HRP (polyklonal) 
P0217 Schwein Dako Deutschland 
GmbH, Hamburg 
je nach primär 
AK 
1/1.000 
 
3.1.7 Puffer und Lösungen 
 Tab. 3.7: Puffer und Lösungen sowie ihre Zusammensetzung 
Puffer/Lösungen Zusammensetzung 
Agarosepuffer (6x) 0,25 g Bromphenolblau 
0,25 g Xylencyanol 
30 g Glycerol 
auffüllen auf 100 ml mit Aqua dest. 
 
Citrat-Puffer 0,01 M pH 6,0 (10x) 21,01 g Citrat  
mit NaOH auf pH 6,0 einstellen 
auffüllen auf 1000 ml mit Aqua dest. 
 
DAB-Substrat Lösung A: 9 ml TBS-Waschpuffer 
 800 µl 35 %ige H2O2-Lösung 
Lösung B 10 ml TBS-Waschpuffer 
 1 Tablette DAB 
75 µl von Lösung A zu den 10 ml Lösung B 
 
1 %ig alkoholische Eosin-Lösung 10 g Eosin, 
1000 ml 50 % Ethanol 
1 ml Eisessig 
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Puffer/Lösungen Zusammensetzung 
LB-Medium (LB-Amp-Platten) 10,0 g Bacto-Trypton 
5,0 g Bacto-Yeast-Extract 
5,0 g NaCl 
(15,0 g Bacto-Agar) 
auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen 
60 min bei 120 °C autoklavieren 
(nach Abkühlen auf 50 °C Zugabe von 100 mg Ampicillin) 
 
Lysispuffer (100 ml) zu 75 ml Aqua dest. hinzugefügen: 
790 mg Tris 
900 mg NaCl 
10 ml 10 %ige Tergitol-Lösung 
2,5 ml 10 %ige Na-Deoxycholat-Lösung 
1 ml EDTA [0,1 M] 
mit Aqua dest. auf 92,2 ml auffüllen und 
100 µl Aprotinin (1 mg/ml in Aqua dest.) 
100 µl Leupeptin (1 mg/ml in Aqua dest.) 
100 µl Pepstatin (1 mg/ml in Methanol) 
500 µl NaF (0,2 M in Aqua dest.) 
500 µl Na3VO4 (0,2 M in Aqua dest.) 
500 µl PMSF (0,2 M in Isopropanol) 
dazu geben 
 
Nährmedium 430 ml RPMI 1640 Medium 
50 ml foetal bovine serum (FBS) 
10 ml Hepes-Puffer 
5 ml Glutamin 
5 ml Penicillin/Streptomycin (5000 U/ml) 
sterilfiltriert im Sterilcup/Steriltop 
 
5 % Magermilchpulver-Puffer 5 g Magermilchpulver 
auf 100 ml mit PBS-T/TBS-T auffüllen 
 
0,5 % Magermilchpulver-Puffer 2,5 g Magermilchpulver 
auf 500 ml mit PBS-T/TBS-T auffüllen 
 
0,1 % PBS-Tween (PBS-T)  1 l PBS 
1 ml Tween 20 
  
Probenpuffer für Western Blot (950 µl) 200 µl Glycerol 
400 µl Natriumdodecylsulfat (SDS, 10 %) 
125 µl Tris (1 M pH 6,8) 
225 µl Aqua dest. 
50 µl β-Mercaptoethanol 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
 
SOC-Medium 2,0 g Bacto-Trypton 
0,5 g Bacto-Yeast-Extract  
1,0 ml NaCl (1,0 M) 
0,25 ml KCl (1,0 M) 
auffüllen auf 100 ml mit Aqua dest.  
20 min bei 121 °C autoklavieren und abkühlen lassen 
1,0 ml MgCl2 (2,0 M, sterilfiltrieren) 
1,0 ml Glucose (2,0 M, sterilfiltrieren) 
zu der abgekühlten autoklavierten Lösung geben und ggf. 
nochmals mit Aqua dest. auf 100ml auffüllen (unter der 
Box arbeiten) in 2ml-Tubes aliquotieren und bei -80 °C 
lagern 
 
TBE-Puffer (5x) 54 g Tris 
27,5 g Borsäure  
20 ml 0,5 M EDTA 
auffüllen auf 1 l mit Aqua dest. 
 
TBS-Puffer pH 7,6 (10x) 60,55 g Tris 
85,2 g NaCl 
ca. 48 ml 37 %ige Salzsäure, damit pH auf 7,6 einstellen 
auffüllen auf 1000 ml mit Aqua dest. 
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Puffer/Lösungen Zusammensetzung 
0,1 % TBS-Tween (TBS-T)  1000 ml TBS (1x) 
1 ml Tween 20 
 
0,01 M Tris/0,001 M EDTA-Puffer pH 8,0 
oder 9,0 (10x) 
0,01 M Tris Ultra 
0,001 M EDTA 
mit NaOH auf pH 8,0 oder 9,0 einstellen 
auffüllen auf 1000 ml mit Aqua dest. 
 
 
3.1.8 Verwendete Zelllinien 
 Tab. 3.8: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Ursprung/Bezeichnung Bezugsquelle 
786-O NZK-Zellen aus Primärtumor 
 
CLS Cell Lines Service, 
Eppenheim, Deutschland 
A-498 NZK-Zellen aus Primärtumor 
 
CLS Cell Lines Service, 
Eppenheim, Deutschland 
A-498 
(+/-Sunitinibresistenz) 
NZK-Zellen aus Primärtumor 
 
Urologie Frankfurt 
(DKFZ Heidelberg), Deutschland 
Caki-1 
(+/-Sunitinibresistenz) 
NZK-Zellen aus Hautmetastase 
 
Urologie Frankfurt 
(DKFZ Heidelberg), Deutschland 
Du145 PCa-Zellen aus Hirnmetastase  
 
ATCC Wesel, Deutschland 
HUVEC humane Fibroblasten aus Venenendothel 
 
ATCC Wesel, Deutschland 
KTCTL-26 
(+/-Sunitinibresistenz) 
NZK-Zellen aus Primärtumor 
 
Urologie Frankfurt 
(DKFZ Heidelberg), Deutschland 
NHDF6369 humane Haut-Fibroblasten 
 
CellSystems Biotechnologie 
Vertrieb GmbH, Troisdorf, 
Deutschland 
PC3 PCa-Zellen (Adenokarzinom) aus 
Knochenmetastase 
ATCC Wesel, Deutschland 
 
3.1.9 Nährmedien und Zusätze 
 Tab. 3.9: Nährmedien und Zusätze 
Lösungen Hersteller 
Accutase-Solution Sigma-Aldrich, Steinheim 
Foetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Darmstadt 
GlutaMAXTM (Glutamin) Gibco, Darmstadt 
Hepes-Puffer (1 M) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Penicillin/Streptomycin (5000 U/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim 
RPMI 1640 Medium (+ L-Glutamin) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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3.2 Methoden 
3.2.1 DNA-Extraktion aus Blut und Gewebe  
Die Isolation von Lymphozyten erfolgte aus ca. 9 ml peripherem Blut, das mit Hilfe von 
EDTA-beschichteten Monovetten von 43 NZK-Patienten und 22 gesunden Probanden 
gewonnen wurde. Unter Verwendung von 15 ml Biocoll Separating Solution und einem 
folgenden Zentrifugationsschritt (10 °C, 20 min, 800 x g ohne Bremse) konnten die 
Lymphozyten separiert werden. Anschließend wurden die Lymphozyten zweimal mit 50 ml 
PBS gewaschen und zentrifugiert (4 °C, 10 min, 600 x g). Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS 
resuspendiert, davon wurden 300 µl abgenommen, der Überstand nach Zentrifugation 
(4 °C, 10 min, 600 x g) verworfen und das Pellet bis zur DNA-Isolation bei -80 °C gelagert. 
Die genomische DNA von Lymphozyten wurde mit Hilfe des Invisorb® Spin Cell Mini Kit 
isoliert (Tab. 3.10). 
 
 Tab. 3.10: Ablauf der DNA-Isolation aus Lymphozyten 
Zugabe von Lysis Buffer D (auf 70 °C erhitzt) 500 µl 
Inkubation 3 min bei RT 
Zugabe der Carrier Suspension B (vorher vortexen) 10 µl 
Zugabe von Binding Buffer HL, mischen 200 µl 
Transfer der Suspension auf den RTA Spin Filter  
Inkubation  2 min bei RT 
Zentrifugation 3 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer 550 µl 
Zentrifugation 1 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer 550 µl 
Zentrifugation 1 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zentrifugation 3 min bei 11.000 x g 
Elution mit erwärmtem Aqua dest. in neues 1,5 ml-Tube 200 µl 
Inkubation 2 min bei RT 
Zentrifugation 2 min bei 11.000 x g 
Filter verwerfen und eluierte DNA auf Eis kühlen und bei -20 °C 
lagern 
 
 
Des Weiteren wurde kryokonserviertes Tumor- und korrespondierendes tumorfreies 
Gewebe von 20 primären klarzelligen NKZ für die DNA-Extraktion verwendet. Für die 
Isolation wurde kryogeschnittenes Gewebe mit dem Invisorb® Spin Tissue Mini Kit 
aufgearbeitet (Tab. 3.11). Die Konzentration und Reinheit der DNA wurden am Nano Drop 
1000 gemessen. 
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 Tab. 3.11: Ablauf der DNA-Isolation aus Gewebe 
Zugabe von Lysis Buffer G 400 µl  
Zugabe von Proteinase K, gründlich vortexen 40 µl 
Inkubation im Heizblock, zwischendurch vortexen 15 min bei 52 °C 
Zentrifugation 2 min bei 11.000 x g 
Überstand in 1,5 ml-Tube überführen  
Zugabe von Binding Buffer T, vortexen 200 µl 
Gemisch auf den DNA-Filter geben  
Inkubation 1 min bei RT 
Zentrifugation 2 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer 550 µl 
Zentrifugation 1 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer 550 µl 
Zentrifugation 1 min bei 11.000 x g 
Filtrat verwerfen  
Zentrifugation 6 min bei 11.000 x g 
Elution mit erwärmtem Aqua dest. (50 °C) in neues 1,5 ml-Tube 50 µl 
Inkubation 8 min bei RT 
Zentrifugation 2 min bei 11.000 x g  
Filter verwerfen und eluierte DNA auf Eis kühlen und bei -20 °C 
lagern 
 
 
3.2.2 RNA-Extraktion aus Gewebe 
Ähnlich zur DNA-Isolation wurden für die RNA-Extraktion aus Tumor- und tumorfreiem 
Gewebe am Kryotom 4 µm Gewebeschnitte (50-100) angefertigt. Je zwei Schnitte pro 
Gewebe wurden separat auf einen Objektträger überführt und anschließend Hämatoxylin-
Eosin (H&E) gefärbt, um den Tumorgehalt des aufgeschnittenen Gewebes zu bestimmen 
und eine Verfälschung der Ergebnisse zu vermeiden. Die schrittweise Isolation der RNA aus 
den Gewebeschnitten erfolgte mittels Invisorb® Spin Tissue RNA Mini Kit (Tab. 3.12). Zur 
Ermittlung der RNA-Konzentration wurde 1 µl des Eluats mit Hilfe des Agilent 2100 
Bioanalyzers und des RNA 6000 Nano LabChip-Kits analysiert. Bei dieser Art der 
Quantifizierung handelt es sich um eine Kapillarelektrophorese im kompakten Chip-Format, 
die neben der Konzentrations- und Größenbestimmung auch eine sogenannte RNA 
Integrity Number (RIN), ein Parameter zur Beurteilung der Qualität der Gesamt-RNA, 
ausgibt. RNA-Proben mit einer guten RIN (8-10) wurden bis zur Weiterverarbeitung, der 
cDNA-Synthese, bei -80 °C gelagert. 
 
 Tab. 3.12: Ablauf der RNA-Isolation aus Gewebe 
Zugabe von Lysis Solution TR (vorher 9 µl 1 M DTT zugeben) 900 µl 
Homogenisieren durch Vortexen  
Zentrifugation 2 min bei 13.400 x g 
Transfer des Überstands in neues 2 ml-Tube  
Zugabe von 96 % Ethanol, mischen 500 µl 
Transfer der Suspension in RTA Spin Filter  
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Inkubation 1 min bei RT 
Zentrifugation 1 min bei 9.300 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer R1 500 µl 
Zentrifugation 30 sec bei 9.300 x g 
Filtrat verwerfen  
Transfer des RTA Spin Filters in neues Receiver Tube   
Zugabe von Waschpuffer R2 700 µl 
Zentrifugation 30 sec bei 9.300 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Waschpuffer R2 700 µl 
Zentrifugation 30 sec bei 9.300 x g 
Filtrat verwerfen  
Zentrifugation 5 min bei 13.400 x g 
Transfer des RTA Spin Filters in neues 1,5 ml-Tube   
Zugabe von Aqua dest. auf den Filter 50 µl 
Inkubation 2 min 
Zentrifugation 1 min bei 9.300 x g 
Filter verwerfen und eluierte RNA auf Eis kühlen und bei -80 °C 
lagern 
 
 
3.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Zur Herstellung eines mittelgroßen, 1,5 %igen Gels wurden 2,25 g Agarose in 150 ml 0,5x 
TBE-Puffer aufgekocht. Nach kurzem Abkühlen und Zusatz von 1,8 µl Ethidiumbromid 
(EtBr; 1 mg/ml) wurde das Gel anschließend in den vorbereiteten Gelschlitten mit Gelkamm 
gegossen. Die PCR-Produkte (20 µl) wurden mit 4 µl 6x Agarosepuffer, der nur einen 
Farbstoff enthielt, versehen. 2 µl des Größenmarkers DNA-Ladder (100 bp) wurden zu 8 µl 
Aqua dest. und 2 µl Agarosepuffer (6x) mit zwei Farbstoffen gegeben und mit den Proben 
auf das verfestigte Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 
90 V. Zur Visualisierung der Banden im Gel wurde die Ethidiumbromid (EtBr)-Fluoreszenz 
mit UV-Licht angeregt und mit Hilfe eines Geldokumentationsgerätes detektiert. 
 
3.2.4. cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese wurden 500 ng RNA in einem Volumen von 11 µl, wenn nötig mit 
Aqua dest. aufgefüllt, eingesetzt. Nach Zugabe von 1 µl dNTP-Mix (10 mM) sowie 1 µl 
Random Hexamer Primer (pd(N)6 0,2 µg/µl) wurde der Ansatz 5 min bei 65 °C und dann 
5 min auf Eis inkubiert. Im nächsten Schritt erfolgten die Zugabe von 4 µl First-Strand 
Buffer und 2 µl Dithiothreitol (DTT in einer Konzentration von 0,1 M) und eine 
zweiminütige Inkubation bei 25 °C. Im Anschluss wurde dem Reaktionsansatz 1 µl 
SuperScript® II Reverse Transcriptase (200 U/µl) hinzugefügt und nach kurzer 
Zentrifugation die cDNA mit dem Temperaturprogramm bestehend aus 10 min bei 25 °C, 
50 min bei 42 °C, 15 min bei 70 °C und anschließender Kühlung auf 4 °C, synthetisiert. Die 
Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C. 
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3.2.5 Quantitative Polymerasekettenreaktion für Expressions-
analysen 
Die qPCR oder real-time-qPCR wird genutzt, um mRNA-Mengen mit Hilfe 
fluoreszenzmarkierter, genspezifischer Sonden zu bestimmen. Für die Untersuchung der 
Expressionslevel verschiedener Angiogenese-assoziierter Gene wurde das LightCycler® 
(LC480)-System (Roche) und TaqMan®-Sonden verwendet. Diese Sonden bestehen aus 
einem Oligonukleotid mit einem Quencher an einem und einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (z. B. 5’-FAM) am anderen Ende. Der Quencher unterdrückt im 
intakten Zustand über Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) die Fluoreszenz des 
Reporters. Durch Abbau der Sonde durch die Taq-Polymerase während der Elongation 
beginnt der vom Quencher befreite Reporter zu fluoreszieren. Die Emission korreliert dabei 
mit der Amplifizierungsrate und wird am Ende der Elongation in jedem Zyklus gemessen. 
Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte nach der second Derivative Maximum-
Methode der LC-Software 1.2 und ermittelt den sog. crossing-point (cp). Dieser beschreibt 
die genaue Zyklenzahl, ab der die Fluoreszenz des Reporters erstmals signifikant über die 
Hintergrund-Fluoreszens steigt. Um das Level der relativen Zielgenexpression zu ermitteln, 
wurde durch Auftragung der jeweiligen cp-Werte der Proben gegen die logarithmierte 
Standardmolekülzahl eine Regressionsgerade erstellt. Die Messung aller cp-Werte erfolgte in 
Doppelbestimmung, die bei einer mittleren Abweichung der Werte von mehr als 25 % 
wiederholt wurde. Für den Vergleich unterschiedlicher Proben wurde neben der 
Molekülzahl der Zielgene auch die eines Referenzgens, wie PPIA, gemessen. Durch 
Verhältnisbildung aus Zielgentranskript und dem entsprechenden PPIA-Transkriptwert 
wurde dann das relative Expressionsniveau des Zielgens berechnet. 
Um die Reinheit des Amplifikationsprodukts im Anschluss an die Messung zu überprüfen, 
wurde es mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Dazu wurde das Produkt mit 6x 
Agarosepuffer versetzt und auf ein Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 3.2.3).  
 
3.2.5.1 Etablierung der Polymerasekettenreaktion für sVEGFR1 
Für die qPCR-Messung des sVEGFR1-Gens musste im Rahmen dieser Arbeit ein neues PCR-
System etabliert und optimiert werden. In Zusammenarbeit mit Tib Molbiol (Berlin) wurden 
vier Primer (zwei FW- und zwei RV-Primer) und eine Sonde für die Isoform 2 (lösliche 
Variante) des sVEGFR1-Gens konstruiert sowie synthetisiert und die Primerkombinationen 
in einer ersten orientierenden Block-PCR überprüft. Die Wahl der Annealing-Temperatur 
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben anhand der Schmelztemperatur der Primer. 
Aufgrund positiver Erfahrung mit einer MgCl2-Konzentration von 4 mM früherer 
Austestungen wurde diese als Endkonzentration verwendet. Als template diente cDNA 
(jeweils 1:5 verdünnt) der Zelllinien 786-O, A-498, HUVEC sowie einer NZK-Probe (Tu/Tf) 
und Aqua dest. als Negativkontrolle. Nach jeder PCR wurden die Fragmente zur 
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Überprüfung mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Zur Erhöhung der 
Produktspezifität wurden mittels Gradienten-PCR veschiedene Annealing-Temperaturen 
(56,5 °C, 58 °C und 59,5 °C) für die Primer-Kombinationen (FW mit zwei RV-Primern) 
getestet. Nach Festlegung der optimalen Parameter erfolgte die Austestung verschiedener 
PCR-Mastermixe (1. LightCycler® FastStart® DNA Master HybProbe, 2. LightCycler® 
TaqMan® Master und 3. TaqMan® Gene Expression Master Mix) mittels cDNA von 
HUVEC-Zellen und einer NZK-Probe (Tab. 3.13). Die finalen qPCR-Bedingungen für die 
Messung des sVEGFR1 am LC480 entsprechen dem Pipettierschema und 
Temperaturprogramm in Tab. 8.1. 
 
 Tab. 3.13: Pipettierschema und Temperaturprogramm für Mastermix-Testung  
Pipettierschema 1. MM 2. MM 3. MM Temperaturprogramm 
Aqua dest. 6,20 µl 6,40 µl 3,40 µl initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
MgCl2 (25 mM) 1,20 µl (4 mM) - - Amplifikation 35 Zyklen 
Mastermix (1, 2 oder 3) 1 µl 2 µl 5 µl    Denaturierung 95 °C 30 sec 
Primer FLT1v2 F (20 µM) 0,25 µl 0,25 µl 0,25 µl    Annealing 58 °C 30 sec 
Primer FLT1v2 R (20 mM) 0,25 µl 0,25 µl 0,25 µl    Elongation 72 °C 30 sec 
Sonde FLT1v2 TM 0,10 µl 0,10 µl 0,10 µl End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest. 1 µl 1 µl 1 µl Kühlen 4 °C ∞ sec 
 1. MM: LightCycler® FastStart® DNA Master HybProbe, enthält 1 mM MgCl2 
 2. MM: LightCycler® TaqMan® Master 
 3. MM: TaqMan® Gene Expression Master Mix 
 
3.2.5.2 Expressionsmessung verschiedener Angiogenese-assoziierter Gene 
Bei der Expressionsmessung von VHL, HIF-1/-2α, VEGFR3, VEGFC und der Referenz PPIA 
konnte auf bereits optimierte qPCR-Programme früherer Studien zurückgegriffen werden. 
Diese erfolgten unter Verwendung des TaqMan® Gene Expression Master Mix. Das Gen 
sVEGFR1 sowie das Referenzgen PPIA wurden mit dem LightCycler®FastStart® DNA 
Master HybProbe-Kit quantifiziert. Dazu wurde unter Kühlung der qPCR-Ansatz aus 9 µl 
Reagenzmix und 1 µl cDNA (NZK-Proben und Positivkontrolle in einer 1:5 Verdünnung) 
bzw. Aqua dest. (Negativkontrolle) hergestellt und die Proben einem entsprechenden 
Temperaturprogramm am LC480 unterworfen (Pipettierschema und Temperaturprogramm 
siehe Tab. 8.1). Für die Auswahl möglicher Positivkontrollen wurde in einer 
vorausgegangenen qPCR das Expressionslevel der verschiedenen Gene in unterschiedlichen 
Tumorzelllinien des NZK, Prostatakarzinoms (PCa), Blasenkarzinoms (BCa) und von 
Fibroblasten gemessen. So kamen je nach Expressionsniveau der Gene Zelllinien wie die 
Du145, PC3, HUVEC und NHDF6369 zum Einsatz. Die Bestimmung der Expression aller 
Gene fand in zwei unabhängigen qPCR-Analysen in 96-Well-Platten statt. 
 
3.2.6 Untersuchungen am VHL-Gen 
Alle VHL-Gen-Untersuchungen wurden an isolierter DNA aus kryokonserviertem Gewebe 
und an Lymphozyten-DNA durchgeführt.  
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3.2.6.1 Kopienzahlanalyse 
Für die Kopienzahlanalyse wurden 25 ng genomische DNA von 20 Tumorgeweben und 
Lymphozyten-DNA von 22 gesunden Probanden mit Hilfe der qPCR analysiert. Die PCR-
Amplifikationen wurden unter Verwendung der TaqMan® Copy Number Assays für VHL 
(Hs06700943-cn) und RNase P (4403326) (Life Technologies) durchgeführt. Das Zielgen 
VHL und das Referenzgen RNase P wurden an einem LC480 Real-Time PCR-System 
gemessen (Pipettierschema und Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1). Im Anschluss wurde 
die Kopienzahl der beiden Gene mit der ΔΔCT-Methode in Tumorgewebe relativ zur 
Lymphozyten-DNA der gesunden Probanden quantifiziert.  
Die ΔΔCT-Methode wird genutzt, um die Expression eines Zielgens auf die Expression eines 
nicht regulierten, konstant exprimierten Referenzgens (houskeeping gene) zu normieren. 
Der CT-Wert (cycle of threshold) beschreibt den Teil einer exponentiellen Wachstumskurve, 
bei dem sich das Fluoreszenzsignal erstmals deutlich von der Hintergrundstrahlung abhebt. 
Aus den ΔCT-Werten beider Gruppen wurde mit den nachfolgend aufgeführten Formeln 
anschließend der ΔΔCT-Wert und daraus die Ratio bestimmt.  
 
ΔCT = CTZielgen - CTReferenzgen 
ΔΔCT = ΔCTPatienten - ΔCTgesunde Probanden 
Ratio = 2-ΔΔCT 
 
3.2.6.2 Mutationsanalyse 
Die Amplifikation der Tumor-DNA im Rahmen der Mutationsanalyse erfolgte unter 
Verwendung von fünf VHL-spezifischen Primerpaaren (Tab. 3.4). Die beiden Primer, die zur 
Amplifikation von Exon 1 inklusive angrenzender Regionen zum Einsatz kamen, wurden 
bereits in der Literatur beschrieben (Patard et al. 2008). Mit Hilfe der Primer Select 
Software von DNASTAR Lasergene 8 wurden die Primer für die Exons 2, 3a und 3b 
entworfen. Das PCR-Reaktionsvolumen betrug 50 µl und enthielt 100 ng Tumor-DNA, je 
1 µM Primer und 2,5 U HotStar HiFidelity Polymerase (Pipettierschema und 
Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1). Nach Überprüfung von Größe und Reinheit des PCR-
Produkts (5 µl) mittels Agarosegelelektrophorese erfolgte die Aufreinigung der verbliebenen 
Menge an PCR-Produkt (45 µl) mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Ablauf in Tab. 
3.14).  
Im Anschluss daran wurde das aufgereinigte Produkt mittels Exonuklease und alkalischer 
Phosphatase verdaut, um Überreste von Primern und dNTPs zu entfernen. Der Verdau 
enthielt 0,20 µl alkalischer Phosphatase, 0,04 µl Exonuklease, 1 µl Puffer der alkalischen 
Phosphatase, 0,76 µl Aqua dest. sowie 5 µl aufgereinigtes Produkt und erfolgte für 1 h bei 
37 °C, 20 min bei 80 °C und verblieb bis zum Cycle Sequencing bei 10 °C. Die eigentliche 
VHL-Mutationsanalyse begann mit der Cycle Sequencing-Reaktion, die mit Hilfe des 
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BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit an einem PTC-100 Programmable Thermal 
Controller durchgeführt wurde (Pipettierschema und Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1). 
 
 Tab. 3.14: Aufreinigung des PCR-Produkts mit dem QIAquick® PCR Purification Kit  
Zugabe von 5 Volumenteilen Buffer PB, mischen 225 µl 
Transfer der Suspension auf den QIAquick Filter  
Zentrifugation  1 min bei 17.900 x g 
Filtrat verwerfen  
Zugabe von Buffer PE 750 µl 
Zentrifugation  1 min bei 17.900 x g 
Filtrat verwerfen  
Zentrifugation  1 min bei 17.900 x g 
Transfer des Filters in neues 1,5 ml-Tube  
Elution der DNA durch Zugabe von Aqua dest. 50 µl 
Zentrifugation  1 min bei 17.900 x g 
Filter verwerfen und eluierte DNA auf Eis kühlen und bei -20 °C 
lagern 
 
 
Das Cycle Sequencing-Produkt wurde durch Zentrifugation über eine aufgeschwemmte 
Sephadex-Matrix erneut gereinigt und schließlich konnten 2 µl dieses finalen Produkts zu 
10 µl Hi-DiTM Formamide in eine Mikrotiterplatte gegeben und sequenziert werden. Die 
direkte Sequenzierung ermöglicht die Bestimmung der Nukleotidabfolge eines DNA-Strangs 
mittels Kapillarelektrophorese und erfolgte im Rahmen dieser Untersuchungen an einem 
ABI 3100 Genetic Analyzer. Mit Hilfe der Sequencing Analysis Software konnten die 
Rohdaten ausgewertet und die Mutationen durch Begutachtung der Elektropherogramme 
detektiert werden. 
 
3.2.6.3 Promotor-Methylierungsanalysen 
Der Methylierungsstatus der VHL-Promotorregion wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels 
zwei verschiedener Methoden bestimmt, um zwei unterschiedliche Promotorbereiche des 
VHL-Gens zu untersuchen, zum einen mit der methylierungsspezifischen PCR (MSP) und 
zum anderen mit Hilfe der Pyrosequenzierung (Herman et al. 1996). Zu Beginn wurde für 
beide Methoden eine Bisulfitumwandlung (Ablauf Tab. 3.15) von 0,5 µg DNA aus Tumor- 
und tumorfreiem Gewebe mit dem EZ DNA Methylation-GoldTM Kit durchgeführt. Dabei 
werden alle Cytosinbasen in Uracil konvertiert, 5-Methylcytosinreste bleiben hingegen 
unberührt. Um den Methylierungstatus der DNA zu analysieren, wird bei der MSP die 
Fähigkeit der Produktamplifikation der methylierungsspezifischen Primer untersucht. Bei 
der Pyrosequenzierung hingegen wird die Reihenfolge der Nukleotide der DNA bestimmt. 
Für beide Methoden wurde eine PCR-Reaktion mit dem PyroMark PCR Kit und 40 ng 
modifizierter DNA durchgeführt. Als Positiv- und Negativkontrolle diente enzymatisch 
methylierte und unmethylierte humane genomische DNA. 
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 Tab. 3.15: Ablauf der Bisulfitumwandlung mit dem EZ DNA Methylation-GoldTM Kit 
Herstellung vom CT Conversion Reagent  
 Zugabe von Aqua dest. 900 µl 
 Zugabe von M-Dilution Buffer 300 µl 
 Zugabe von M-Dissolving Buffer, mischen 50 µl 
Zugabe von CT Conversion Reagent zu 20 µl Probe 130 µl 
Temperaturprogramm am Thermoblock 98 °C für 10 min 
 64 °C für 150 min 
 4 °C kühlen 
M-Binding Buffer auf Zymo-SpinTM Filter geben 600 µl 
Zugabe der Probe, mischen  
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filtrat verwerfen   
Zugabe von M-Waschpuffer 100 µl 
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filtrat verwerfen   
Zugabe von M-Desulphonation Buffer 200 µl 
Inkubation 15 min 
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filtrat verwerfen   
Zugabe von M-Waschpuffer 200 µl 
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filtrat verwerfen   
Zugabe von M-Waschpuffer 200 µl 
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filtrat verwerfen   
Transfer des Zymo-SpinTM Filters in neues 1,5 ml-Tube  
Zugabe von M-Elutionspuffer 10 µl 
Zentrifugation  30 sec bei 10.000 x g 
Filter verwerfen und eluierte umgewandelte DNA bei -20 °C lagern  
 
3.2.6.3.1 Methylierungsspezifische Polymerasekettenreaktion 
Die MSP wurde genutzt, um bisulfitmodifizierte DNA mit spezifischen Primern (Tab. 3.4) 
für unmethylierte und methylierte Sequenzen zu amplifizieren. Das PCR-Reaktionsvolumen 
betrug 20 µl und enthielt 1x PyroMark Mastermix, 0,4 µM vom jeweiligen Primer und 1x 
Coralload (Pipettierschema und Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1). Anschließend 
wurden die PCR-Produkte auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und analog zu 3.2.3 
elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden mittels UV sichtbar gemacht. 
 
3.2.6.3.2 Pyrosequenzierung 
Wie die MSP begann die Pyrosequenzierung mit der Amplifikation der bisulfitmodifizierten 
DNA. Dafür kam der PyroMark PCR KIT und der PyroMark CpG Assay Hs_VHL_01_PM 
zum Einsatz. Der Mix für die PCR-Reaktion enthielt 1x PyroMark Mastermix, 1x PCR-
Primer-Set (einer der beiden Primer war Biotin-markiert), 1x Coralload und Aqua dest. 
(Pipettierschema und Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1). 5 µl des PCR-Produkts (209 
bp) wurden auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und eine spezifische Bande mittels UV 
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detektiert. 15 µl des PCR-Produkts wurden an der PyroMarkTMQ24 Vacuum Prep 
Workstation für die Pyrosequenzierung aufgearbeitet (Ablauf Tab. 3.16). Die folgende 
Sequenz, die vier CpG-Stellen enthält, wurde am PyroMarkTMQ24 Instrument auf ihren 
Methylierungsstatus untersucht: TCGCGCCACTGCACTCCAGCCCGGGCGA. Für die 
Auswertung der Daten wurde die PyroMarkTMQ24 Software 2.0 verwendet. 
 
 Tab. 3.16: Ablauf der Aufarbeitung des PCR-Produkts für die Pyrosequenzierung  
Herstellung 1. Mastermix  
 Zugabe von Beads (Streptavidin SepharoseTM High Performance  2 µl 
 Zugabe von PyroMark Binding Buffer  40 µl 
 Zugabe von Aqua dest.  23 µl 
Mastermix in 24-Well-Platte (PyroMark TMQ24 Plate) geben  
Zugabe des PCR-Produkts 15 µl 
24-Well-Platte vortexen 5 min bei 200 x g 
Befüllung der PyroMarkTMQ24 Cartridge mit PyroMark® Gold Q24 
Reagents 
 
 Enzym-Mix 119 µl 
 Substrat-Mix 119 µl 
 Nukleotid A 68 µl 
 Nukleotid C 66 µl 
 Nukleotid G 68 µl 
 Nukleotid T 80 µl 
Herstellung 2. Mastermix  
 Zugabe von PyroMark Annealing Buffer 24,2 µl 
 Zugabe von Sequenzing Primer (aus PyroMark CpG Assay) 0,8 µl 
Mastermix in 24-Well-Platte geben  
Arbeitsschritte an der PyroMarkTMQ24 Vacuum Prep Workstation 
zur Separierung der DNA-Stränge 
 
 Spülen des Membran-Tools mit Aqua dest. 70 ml 
 Bindung des PCR-Produkts an Membran-Tool 15 sec 
 Spülen des Membran-Tools mit 70 % Ethanol 2 min 
 Spülen des Membran-Tools mit PyroMark Denaturation Solution  2 min 
 Spülen des Membran-Tools mit PyroMark Waschpuffer 4 min 
 Freisetzung des aufgereinigten PCR-Produkts in die 24-Well-Platte 
 mit 2. Mastermix durch Ausschalten des Vakuums  
 
Erhitzen der Proben (Annealing des Sequenzing Primer an Probe) 2 min bei 80 °C 
Abkühlen 10 min 
Transfer der 24-Well-Platte in PyroMarkTMQ24 Instrument für 
Pyrosequenzierung 
 
 
3.2.7 Herstellung von Tissue Microarrays 
Das für die Herstellung von Tissue Microarrays (TMA) verwendete Formalin-fixierte und 
Paraffin eingebettete (FFPE) Tumorgewebe und das korrespondierende nicht-maligne 
Gewebe von 42 metastasierten NZK-Patienten wurde anhand von H&E-Färbungen durch 
einen erfahrenen Pathologen histologisch begutachtet. Dabei wurde insbesondere das 
Tumorstadium (pT), der Fuhrman-Grad und das TNM-Stadium gemäß der Richtlinien der 
International Union Against Cancer (UICC 2003 und 2010) für das jeweilige Tumorgewebe 
bestimmt. Der H&E-Schnitt diente außerdem dem Auffinden repräsentativer Areale eines 
FFPE-Gewebes, die mit Hilfe von Stanzzylindern (600 µm Durchmesser oder 0,283 mm2) 
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dem Donorblock entnommen und mit dem Manual Tissue Arrayer MTA-1 in einem Array-
ähnlichen Format in einen leeren Akzeptorblock übertragen wurden (Abb. 3.1 a,b). Das 
TMA-Verfahren ermöglicht auf diese Weise die Übertragung zahlreicher Gewebeproben auf 
einen einzigen Paraffin-Block, der dann viel leichter geschnitten, auf Objektträger (OT) 
transferiert (Abb. 3.1 c,d) und immunhistochemisch gefärbt werden kann als alle 
Einzelproben (Kononen et al. 1998). Fünf TMAs mit je 144-160 Gewebestanzen pro Array 
wurden im Rahmen dieser Arbeit konstruiert. Dabei wurde jeder Fall je durch drei Stanzen 
des Tumors und dem korrespondierenden tumorfreien Gewebe repräsentiert. 
 
 
 Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Herstellung eines TMA (Sauter et al. 2003).  
 
3.2.8 Immunhistochemische Färbungen 
Die Immunhistochemie (IHC) erfolgte an 4 µm dicken TMA-Schnitten, die mit einem 
Schlittenmikrotom gewonnen wurden. Zuerst wurde je ein Schnitt der TMAs H&E gefärbt 
(Tab. 3.17), um zu überprüfen ob die Gewebestanzen auch der Histologie des im Stanzplan 
vorgesehenen Gewebes entsprechen. In Tab. 3.5 sind die für die IHC verwendeten primären 
Antikörper, deren jeweilige Verdünnung und der entsprechende Demaskierungspuffer 
aufgeführt. Für die meisten Färbungen wurde das Peroxidase-markierte Streptavidin-Biotin 
System mit dem Chromogen 3,3’-Diamino-benzidine (DAB) verwendet (Tab. 3.18), das die 
Visualisierung des gebunden Antiköpers ermöglicht. Ausnahmen sind die potenziellen 
Marker CD31, CD34 und Ki67, die mit Hilfe des UltraVision LP-Detektionssystems und dem 
HRP-Polymer detektiert wurden (Tab. 3.19). Außerdem wurde für die 
immunhistochemische Färbung von HIF-2α und deren verbesserte Visualisierung der 
Kernfärbung das EnVision Dual Link System-HRP in Verbindung mit DAB verwendet 
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(Tab. 3.20). Um die Spezifität der Immunfärbungen zu testen, wurde je eine Positiv- und 
eine Negativkontrolle parallel mitbearbeitet. 
 
3.2.8.1 Färbeprotokolle 
 Tab. 3.17: Arbeitsanleitung der H&E-Färbung 
Arbeitsschritte Bedingungen 
Entparaffinierung  
Xylol 10 min 
Xylol 10 min 
Isopropanol 5 min 
Ethanol 96 %ig 2 min 
Ethanol 80 %ig 2 min 
Ethanol 50 %ig 2 min 
Aqua dest. 2 min 
Histochemie  
 
Saures Hämalaun n. Meyer 10 min, 1:5 
Aqua dest. kurz spülen 
Aqua dest. + HCl 10 s, 3 ml HCl konz. auf 250 ml Aqua dest. 
waschen mit lauwarmem Leitungswasser 15 min 
Eosin 10 min 
Entwässerung und Eindeckung   
 
Inkubation in Ethanol 80 %ig 10 bis 30 sec 
Inkubation in Ethanol 96 %ig 1 min 
Inkubation in Isopropanol 1 min 
Inkubation in Isopropanol 1 min 
Inkubation in Xylol 5 min 
Inkubation in Xylol > 10 min 
Permanenteindeckung mit Entellan neu  
 
 Tab. 3.18: Arbeitsanleitung der IHC-Färbung für VHL, HIF-1α, CA9, VEGFR1/-2/-3, pVEGFR1/-2, 
VEGFA/-C/-D, VEGF165B, NRP-1/-2, PDGFRα/-β, pPDGFRα/-β, pAkt und SVV 
Arbeitsschritte Bedingungen 
Entparaffinierung  
Xylol 20 min 
Xylol 15 min 
Isopropanol 5 min 
Isopropanol 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Ethanol 80 %ig 5 min 
Ethanol 50 %ig 5 min 
Aqua dest. 5 min 
Demaskierung  
 
0,01 M Citratpuffer pH 6,0 oder je nach AK 10-30 min (siehe Tab. 3.5), 121 °C 
0,01 M Tris/0,001 M EDTA-Puffer pH 8,0 oder 9,0  
forcierte Kühlung auf Raumtemperatur 30 min 
Umpufferung  
TBS-Puffer pH 7,6 und 0,3 % H2O2  10 min 
TBS-Puffer pH 7,6 5 min 
TBS-Puffer pH 7,6 5 min 
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Arbeitsschritte Bedingungen 
Immunhistochemie mit Vectastain-ABC-Kit 
universal 
Blockierung mit Blocking-Serum 1:100 45 min, RT 
Primär-Antikörper in Blocking-Serum (Tab. 3.5)  über Nacht (15 h), 4 °C 
4x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
Sekundär-Antikörper 1:50 in Blocking-Serum 60 min, RT 
4x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
ABC-Konjugat in TBS-Puffer 60 min, RT 
4x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
DAB-Substrat, filtriert, lichtgeschützt 1-4 min je nach Primär-Antikörper 
4x waschen in Aqua dest. à 3 min 
1x waschen in Aqua dest. 5 min 
Gegenfärbung der Zellkerne  
Saures Hämalaun n. Meyer 60 sec 
3x Leitungswasser Spülen 
Leitungswasser 5-10 min 
Entwässerung und Eindeckung  
Ethanol 50 %ig 5 min 
Ethanol 80 %ig 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Isopropanol 5 min 
Xylol 5 min 
Xylol 5 min 
Permanenteindeckung mit Entellan neu  
 
 Tab. 3.19: Arbeitsanleitung der IHC-Färbung am Automaten für CD31, CD34 und Ki671 
Arbeitsschritte Bedingungen 
Demaskierung  
Inkubation in PTM-Puffer pH 6,0 im Dampfgarer 45 min, 95 °C  
Spülung mit kaltem Leitungswasser und TBS-Puffer  
Hemmung der endogenen Peroxidase  
Inkubation in 0,3 % H2O2  10 min, RT 
Spülen mit TBS  
Immunhistochemie  
Zugabe des Primär-Antikörper (CD31, CD34, Ki67) 30 min, RT 
Spülen mit TBS-Puffer  
Zugabe des Enhancers  15 min, RT 
Spülen mit TBS-Puffer  
Zugabe des HRP-Polymers 15 min 
Spülen mit TBS-Puffer  
Entwicklung mit DAB  8 min, RT 
Spülen mit Leitungswasser  
Gegenfärbung der Zellkerne  
Zugabe von Hämalaun 1 min 
Bläuen mit 0,5 % Lithiumcarbonat 20 sec 
Entwässerung und Eindeckung  
Ethanol 40 %ig 5 min 
Ethanol 70 %ig 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Ethanol abs. 5 min 
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Arbeitsschritte Bedingungen 
Xylol 5 min 
Xylol 5 min 
Permanenteindeckung am Folieneindeckautomat  
 1im Institut für Pathologie der Universitätsklinik Dresden durchgeführt 
 
 Tab. 3.20: Arbeitsanleitung der IHC-Färbung für HIF-2α (mit EnVision) 
Arbeitsschritte Bedingungen 
Entparaffinierung  
Xylol 20 min 
Xylol 15 min 
Isopropanol 5 min 
Isopropanol 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Ethanol 80 %ig 5 min 
Ethanol 50 %ig 5 min 
Aqua dest. 5 min 
Demaskierung  
 
0,01 M Citratpuffer pH 6,0  30 min (siehe Tab. 3.5), 121 °C 
forcierte Kühlung auf Raumtemperatur 30 min 
Umpufferung  
TBS-Puffer pH 7,6 und 0,3 % H2O2  10 min 
TBS-Puffer pH 7,6 5 min 
TBS-Puffer pH 7,6 5 min 
Immunhistochemie mit Vectastain-ABC-Kit 
universal 
 
Blockierung mit Blocking-Serum 1:100 45 min, RT 
Primär-Antikörper in Blocking-Serum (Tab.3.5)  über Nacht (15 h), 4 °C 
4x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
EnVision 30 min, RT 
4x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
DAB-Substrat, filtriert, lichtgeschützt 5-10 min 
4x waschen in Aqua dest. à 3 min 
1x waschen in Aqua dest. 5 min 
Gegenfärbung der Zellkerne  
Saures Hämalaun n. Meyer 60 sec 
3x Leitungswasser Spülen 
Leitungswasser 5-10 min 
Entwässerung und Eindeckung  
Ethanol 50 %ig 5 min 
Ethanol 80 %ig 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Isopropanol 5 min 
Xylol 5 min 
Xylol 5 min 
Permanenteindeckung mit Entellan neu  
 
3.2.8.2 Quantifizierung der immunhistochemischen Färbungen 
Die verschiedenen immunhistochemischen Färbungen wurden in Absprache mit einem 
erfahrenen Pathologen unter Zuhilfenahme nachfolgend aufgeführter Bewertungskriterien 
mikroskopisch beurteilt. Bei den Färbungen wurden Kategorien wie der Prozentsatz 
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gefärbter Tumorzellen (0, 10 - 100 %), die Intensität der Färbung (0, 1, 2 oder 3), die 
Zellmembranfärbung (ja = 1 oder nein = 0), die Anzahl (Ki67 und SVV) und der Prozentsatz 
(0, 10 - 100 %) gefärbter Zellkerne (pVEGFR1) sowie das Vorhandensein (ja/nein) einer 
Kernfärbung (pAkt, HIF-1α und HIF-2α) bewertet. Das Produkt aus dem Prozentsatz 
gefärbter Tumorzellen und der Intensität der Färbung, der Score, hat bei Färbung aller 
Tumorzellen (100 %) und bei stärkster Intensität (3) sein Maximum bei 300. Die 
Gefäßfärbung (gefärbte Endothelien ja = 1 oder nein = 0) bei den Markern PDGFRα/-β 
sowie VEGFR1/-2/-3 und die Mikrogefäßdichte (MVD) von CD31 und CD34 stellen weitere 
Bewertungskriterien der Färbungen dar. Die MVD ergibt sich aus der Ratio der Gesamtzahl 
aller CD31 und CD34 gefärbter Gefäße pro Fläche einer Gewebestanze (0,283 mm2). 
Für die statistische Auswertung der Überlebenszeiten wurden die Patienten am Median der 
immunhistochmischen Quantifizierung der Marker in Gruppen mit niedriger und hoher 
Proteinmenge (Intensität, Score, Kernfärbung) geteilt. Ausnahmen dabei waren die 
Variablen der Gefäßfärbung der VEGFRs und PDGFRs sowie die Membranfärbung von CA9, 
die in niedrige (< 1) und hohe (= 1) Proteinmenge kategorisiert wurden. Die 
zytoplasmatische Färbung von pAkt wurde ebenfalls gesondert dichotomisiert (niedrige 
Proteinmenge = 0 und hohe Proteinmenge > 0). 
 
3.2.9 Polymorphismen-Analyse  
Für die Polymorphismen-Analyse wurden 10 SNPs ausgewählt (Tab. 3.21), die in vier 
verschiedenen Genen (VEGFA, VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3) liegen. 
 
 Tab. 3.21: SNP-Übersicht 
Gen SNP-ID Lokalisation1 
mRNA-
Position2 
SNP-Allele Funktion 
VEGFA (Chr. 6) rs699947 43768652 -2578 A > C 5’-UTR-Variante 
 rs1570360 43770093 -1154 G > A 5’-UTR-Variante 
 rs2010963 43770613 +405 G > C 5’-UTR-Variante 
 rs3025039 43784799 +1816 C > T 3’-UTR-Variante 
      
VEGFR1 (Chr. 13) rs9582036 28311271 B* C > A Intron-Variante 
 rs9554320 28312790 A* A > C Intron-Variante 
      
VEGFR2 (Chr. 4) rs1870377 55106807 +1718 T > A AS-Austausch (Gln > His)3 
 rs2305948 55113391 +1191 C > T AS-Austausch (Val > Ile) 3 
      
VEGFR3 (Chr. 5) rs307821 180603313 +4050 C > A AS-Austausch (Arg > Leu) 4 
 rs307826 180624003 +1559 T > C AS-Austausch (Thr > Ala) 3 
 *für Intron-Varianten gibt es keine mRNA-Position, daher mit A und B bezeichnet 
 1Chromosomenlokalisation ist dem GRCh 38 Primary Assembly (NCBI) entnommen 
 2mRNA-Positionen der VEGFA-SNPs ist der Literatur entnommen, die von VEGFR2/-3 der NCBI dbSNP-
Datenbank (Q1) 
 3AS-Austausch findet in Immunglobulindomänen statt 
 4AS-Austausch findet in Phosphorylierungsbereichen statt 
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Diese Gene stellen wichtige Faktoren des Angiogenesesignalwegs dar und werden in der 
Literatur mit dem Ansprechen auf Sunitinib in Zusammenhang gebracht. 25 ng genomische 
DNA von nicht-malignem Gewebe und Lymphozyten wurden unter Zuhilfenahme von 
TaqMan®-Assays (Tab. 3.3) analysiert. Jeder Assay enthält zwei sequenzspezifische Sonden, 
die für die jeweilige Ausprägungen des Allels, den WT und die Variante, designt und mit 
zwei unterschiedlichen Fluoreszensfarbstoffen (VIC® und FAM) markiert wurden. Während 
der Elongation wird der Quencher vom Reporter getrennt und am Ende dessen 
Signalintensität gemessen. Die PCR-basierte Amplifikation mit einer im Anschluss 
folgenden Endpunkt-Genotypisierung wurde mit dem Type-it Fast SNP Probe PCR Master 
Mix an einem LC480 Real-Time PCR-System durchgeführt (Pipettierschema und 
Temperaturprogramm siehe Tab. 8.1) und die Ergebnisse mit Hilfe eines Scatter-Plots 
grafisch dargestellt (vgl. Abb. 4.9). 
 
3.2.10 Funktionelle Analysen an Sunitinib-resistenten Zellen 
3.2.10.1 Zellkulturarbeiten 
Die NZK-Zelllinien (A498, Caki-1 und KTCTL-26) lagerten in 1 ml-Aliquots in 
Flüssigstickstoff und wurden für die folgenden Untersuchungen schonend im Wasserbad 
aufgetaut. Noch bevor die Zellsuspension vollständig aufgetaut war, wurde diese in ein 
15 ml-Röhrchen mit 10 ml Nährmedium überführt und 5 min bei 100 x g und 4 °C 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Nährmedium aufgenommen, resuspendiert und in 
25 cm2-Kulturflaschen ausgesät. Die Kulturflaschen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % 
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.  
Für das Umsetzen der Zellen wurde das Nährmedium aus der Kulturflasche entfernt und die 
NZK-Zellen einmal mit 10 ml PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen. Um die Zellen 
abzulösen, wurden diese mit 3 ml Accutase versehen und für 3 min bei 37 °C inkubiert. Die 
abgelösten Zellen wurden in Nährmedium aufgenommen, gut homogenisiert und mit einer 
Ratio von 1:2 bis 1:10 auf neue Kulturflaschen verteilt. Dabei wurde das Nährmedium bei der 
Hälfte der Zellen über 10 Wochen hinweg mit Sunitinib [1 µM] versetzt, um eine Resistenz 
auf diesen Tyrosinkinaseinhibitor zu erzeugen. Die Kulturflaschen wurden bei 37 °C, 5 % 
CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Nach diesen 10 Wochen wurden 
die Zellen in den Passagen 38 (A498 Sunitinib-resistent und -sensitiv), 58 und 60 (Caki-1 
Sunitinib-resistent und -sensitiv) sowie 49 und 52 (KTCTL-26 Sunitinib-resistent und -
sensitiv) für die folgenden Versuche verwendet. 
 
3.2.10.2 Proliferation der Nierenkarzinomzelllinien 
Um Unterschiede im Proliferationsverhalten der NZK-Zellen nach Sunitinib-Behandlung im 
Vergleich zu den sensitiven Zellen zu bestimmen, wurde ein Cell Proliferation Kit I (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid, MTT-Test) verwendet. Hierzu 
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wurden die Zellen in 25 cm2-Kulturflaschen kultiviert und behandelt, wobei die sensitiven 
Zellen unbehandelt blieben.  
Für die Eichkurvenbestimmung wurden die Zellen nach drei Tagen abgelöst (vgl. Kapitel 
3.2.10.1) und die Zellzahl im Nährmedium auf 1.600.000 Zellen/ml eingestellt. Aus dieser 
Zellsuspension wurde eine Verdünnungsreihe mit den gewünschten Konzentrationen 
(Blank, 160.000, 80.000, 40.000, 20.000, 10.000, 5.000, 2.500 Zellen) hergestellt und je 
100 µl in ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert (3-facher Ansatz). Anschließend erfolgte 
die Zugabe von 10 µl MTT Labeling Reagent pro Well und eine Inkubation bei 37 °C für 4 h. 
Danach wurden je Well 100 µl Solubilization Solution hinzugefügt und die Platte 12 h bei 
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von 550 nm am 
Microplate Reader Mithras LB940.  
Die Zellzahl der zu untersuchenden Proben wurde auf 100.000 Zellen/ml eingestellt. Davon 
wurden je 50 µl in ein Well (5.000 Zellen) der 96-Well-Platte pipettiert (3-facher Ansatz) 
und mit 50 µl Medium und Sunitinib (in doppelter Konzentration) oder mit 50 µl Medium 
(für sensitive Zellen) versehen. Die Platte inkubierte für 24, 48 und 72 h bei 37 °C im 
Brutschrank. Nach der jeweiligen Inkubationszeit erfolgten die Zugabe von 10 µl MTT 
Labeling Reagent, eine Inkubation bei 37 °C für 4 h, der Zusatz von 100 µl Solubilization 
Solution und eine erneute Inkubation für 12 h bei 37 °C. Wie die Eichkurve wurden auch 
diese Proben am Microplate Reader Mithras LB940 gemessen und mit den Eichkurven-
Werten verrechnet. Die so ermittelte Zellzahl der Proben ließen Rückschlüsse auf 
Proliferationsunterschiede zu. Die Berechnung des IC50-Wertes und der Spannweite erfolgte 
mit dem GraphPad Prism Programm.  
 
3.2.10.3 Proteinextraktion aus Zellen 
Für die Proteinextraktion aus NZK-Zellen wurde, je Zelllinie und Behandlung, eine 75 cm2-
Kulturflasche mit konfluent gewachsenen Tumorzellen verwendet. Nach dem Waschen der 
Zellen mit 10 ml PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) wurden die Zellen mit 3 ml Accutase abgelöst 
und in 7 ml Nährmedium auf Eis aufgenommen und für 5 min bei 900 x g zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde in 500 µl Lysispuffer (1,5 ml Lysispuffer + 7,5 µl PMSF [100 mM]) (Tab. 
3.7) resuspendiert und inkubierte für 10 min auf Eis. Dieses Lysat wurde für verbesserten 
Zellaufschluss mit einer Spritze (1 ml Insulinspritze) mehrfach bei 4 °C resuspendiert und 
anschließend 10 min bei 900 x g zentrifugiert. Der Überstand mit den gelösten Proteinen 
wurde in Kryoröhrchen überführt und bis zur Proteinbestimmung bei -80 °C gelagert.  
 
3.2.10.4 Proteinbestimmung 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Lysats erfolgte unter Zuhilfenahme des 
PierceTMBCA Protein Assay Kits. Der im Kit enthaltene Albumin Standard (BSA) wurde dazu 
entsprechend der vorgegebenen Konzentrationen mit dem Lysispuffer (vgl. Kapitel 3.2.9.4) 
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verdünnt. Zu je 25 µl Proteinstandard oder unbekannter Proteinlösung wurden 200 µl 
Working Reagent, bestehend aus Reagent A und Reagent B (50:1), in die Mikrotiterplatte 
gegeben. Im Anschluss wurde die Platte 30 sec geschüttelt und für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Nach kurzem Abkühlen auf RT wurde die Absorption bei 562 nm am Microplate 
Reader Mithras LB940 gemessen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der BSA-
Standardkurve und der Software GraphPad Prism bestimmt.  
 
3.2.10.5 Gelelektrophorese und Western Blot 
Für die Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die XCell 
SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System Gelapparatur und NuPAGE® Bis-Tris 
Precast Gele verwendet. Nach dem Aufbau der Gelapparatur wurden die Kammern mit 
NuPAGE® MOPS oder MES SDS Running Buffer (bei größeren Proteinen MOPS, sonst 
MES) gefüllt, wobei die innere Kammer zusätzlich mit 500 µl NuPAGE® Antioxidant 
versehen wurde. Anschließend wurden der Kamm vorsichtig entfernt, die Geltaschen mit 
dem Puffer gespült und 11 µl eines Gemisches aus 10 µl Spectra Multicolor Broad Range 
Protein Ladder und 1 µl MagicMarkTM XP Western Protein Standard als Größenstandard 
auf das Gel aufgetragen. Die Proteinproben (30 µg) wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt, 
5 min bei 95 °C denaturiert, dann ebenfalls auf das Gel aufgetragen und für 3 h bei 90 V 
aufgetrennt. Der eigentliche Western Blot dient der Übertragung der aufgetrennten Proteine 
des SDS-Polyacrylamid-Gels auf eine Nitrozellulosemembran und wurde mit dem iBlot® 
Dry Blotting System durchgeführt. Dafür wurde das Gel aus der Gelkammer genommen, die 
Platten entfernt und das Gel auf der Anode Stack (Bottom) platziert, welche die 
Nitrozellulosemembran enthielt. Darauf wurde ein mit Aqua dest. angefeuchtetes 
Filterpapier und dann die Cathode Stack (Top) gelegt. Zur Entfernung von Luftblasen wurde 
mit dem Blotting Roller über die Kupferkathode gestrichen, der Einmalschwamm in das 
Gerät gelegt und die Übertragung mittels Programm 3 (20 V für 7 min) gestartet. Danach 
wurde die Membran über Nacht (15 h) bei 4 °C in 5 %igem Magermilchpulver- 
(MMP)/bovine serum albumin- (BSA) Puffer (PBS-T/TBS-T) inkubiert (je nach Antikörper), 
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Am nächsten Tag erfolgte nach 
dreimaligem Waschen für je 10 min mit 0,5 %igem MMP-/BSA-Puffer die Inkubation in 
0,5 %igem MMP/BSA-Puffer verdünnten primären Antikörper (Tab. 3.6) für 2 h bei RT. Die 
Membran wurde dann erneut dreimal 10 min mit 0,5 %igem MMP/BSA-Puffer gewaschen, 
um mit dem entsprechenden Sekundärantikörper (Tab. 3.6) in einer 1:1000-Verdünnung 
mit MMP/BSA-Puffer für 1 h bei RT inkubiert zu werden. Nach wiederholtem Waschen (3 x 
10 min mit MMP/BSA-Puffer) wurde die Membran 1 min in der Mischung aus Detection 
Reagent 1 und 2 (je 3 ml) des Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) 
inkubiert und die Proteinbanden unter Verwendung des Chemilumineszentgeräts 
MicroChemi 4.2 (biostep GmbH, Jahnsdorf) detektiert. Die densitometrische Auswertung 
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der detektierten Proteinbanden erfolgte mit der Quantity One®-Software (Bio-Rad, 
München). 
 
3.2.10.6 Immunzytochemie 
Immunzytochemische Färbungen der NZK-Zellen mit verschiedenen Antikörpern 
erforderten die Kultivierung dieser in CultureSlides. Dazu wurden jeweils 80.000 Zellen der 
Sunitinib-resistenten sowie der sensitiven Zellen nebeneinander in die Kammern der 
CultureSlides ausgesät und über Nacht (15 h) bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit 
im Brutschrank inkubiert. Bei einer Konfluenz von ca. 80 % wurde das Medium und die 
Kammer vom OT entfernt, dieser 2 x 1 min in PBS gewaschen und anschließend 10 min bei 
RT in einem Methanol-Aceton-Gemisch (1:1) fixiert. Nach kurzem Trocknen wurden die OT 
bis zur immunzytochemischen Färbung bei -20 °C gelagert. Der Ablauf der 
Immunzytochemie von NZK-Zellen ist in Tab. 3.22 dargestellt. Als Positivkontrolle dienten 
Schnitte von kryokonserviertem Nierengewebe (Tu + Tf). 
 
 Tab. 3.22: Arbeitsanleitung der immunzytochemischen Färbung für HIF-1α, CA9, (p)VEGFR1/-2, CD31, pAkt 
und Ki67 
Arbeitsschritte Bedingungen 
Immunhistochemie mit Vectastain-ABC-Kit 
universal 
 
Blockierung mit Blocking-Serum 1:100 45 min, RT 
Primär-Antikörper in Blocking-Serum (Tab. 3.5)  60 min, RT 
3x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
Sekundär-Antikörper 1:50 in Blocking-Serum 60 min, RT 
3x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
ABC-Konjugat in TBS-Puffer 60 min, RT 
3x waschen in TBS-Puffer à 3 min 
NovaREDTM-Substrat, lichtgeschützt 1-4 min je nach Primär-Antikörper 
3x waschen in Aqua dest. à 3 min 
1x waschen in Aqua dest. 5 min 
Gegenfärbung der Zellkerne  
Saures Hämalaun n. Meyer 60 sec 
3x Leitungswasser Spülen 
Leitungswasser 5-10 min 
Entwässerung und Eindeckung  
Ethanol 50 %ig 5 min 
Ethanol 80 %ig 5 min 
Ethanol 96 %ig 5 min 
Isopropanol 5 min 
Xylol 5 min 
Xylol 5 min 
Permanenteindeckung mit Entellan neu  
 
3.2.11 Statistische Auswertung  
Das Statistikprogramm SPSS, Version 19-21, wurde für alle statistischen Berechnungen im 
Rahmen dieser Arbeit verwendet. Dazu wurden die klinisch-pathologischen Parameter wie 
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folgt kategorisiert: das Tumorstadium (pT) in organbegrenzte (OCD, pT1/2) und 
organüberschreitende (NOCD, pT3/4) Tumore, der Fuhrman-Grad in niedrigen (1 und 2) 
und hohen Grad (3 und 4), der primäre Lymphknotenstatus und die Fernmetastasierung in 
niedrig (M0/N0) und hoch (M1/N+) und zuletzt das TNM-Stadium in niedriges (I und II) 
und hohes Stadium (III und IV). Für alle Analysen wurde ein p-Wert von p < 0,05 als 
statistisch signifikant und ein p-Wert von p < 0,1 als statistischer Trend definiert. 
Um die Signifikanz von Unterschieden zwischen zwei Gruppen zu prüfen, die nicht 
normalverteilt sind, kam der Mann-Whitney U-Test für unabhängige Stichproben zum 
Einsatz. Die grafische Darstellung erfolgte anhand von Boxplots. Die Box repräsentierte 
dabei den Bereich zwischen dem 25 %- und 75 %-Perzentil, d. h. die mittleren 50 % der 
Werte. Der Median ist durch einen schwarzen Strich innerhalb der Box dargestellt. Die 
horizontal verlaufenden Striche über und unter der Box kennzeichneten den größten und 
den kleinsten Wert, der nicht einem Ausreißer oder Extremwert entsprach. Als Ausreißer 
wurden die Werte bezeichnet, die sich zwischen 1,5 und 3 Boxlängen vom oberen bzw. 
unteren Rand der Box entfernt befanden, Extremwerte lagen noch außerhalb dieses 
Bereichs. 
Der verwendete Chi-Quadrat-Test basiert auf einer Kontingenztafel (2 x 2) und wurde für 
die Berechnung von Unterschieden in der Häufigkeitsverteilung von dichotomen Variablen 
wie den kategorisierten klinisch-pathologischen Parametern bzw. mRNA- oder Proteinleveln 
genutzt. 
Den Überlebensmodellen am lokalen NZK werden drei verschiedene Endpunkte zugrunde 
gelegt: Das PFS ist der primäre Endpunkt und wurde als Zeitpunkt von der Nephrektomie 
bis zur Diagnose eines Rezidives definiert, das TSS als sekundärer Endpunkt entspricht der 
Zeit von der Nephrektomie bis zum tumorspezifischen Tod des Patienten und das OS, das 
den Zeitraum zwischen Nephrektomie und dem Versterben allgemein beschreibt.  
Für die Überlebenszeitanalysen zum Therapieansprechen auf Sunitinib wurden die Follow-
Up-Daten für das PFS und das OS mit Hilfe der Patientenakten und durch Kontakt zu den 
behandelnden Urologen und Onkologen der Patienten erhoben. Das PFS, primärer 
Endpunkt, wurde als Zeitraum zwischen dem ersten Behandlungstag der Sunitinib-Therapie 
und dem Zeitpunkt der Progression gemäß den RECIST-Kriterien oder dem Todesdatum 
unter Therapie definiert. Die meisten Patienten mit progressive disease (PD) wechselten im 
Anschluss an die Sunitinib-Therapie zu anderen Therapeutika wie Sorafenib, Everolismus 
und Temsirolimus. In diesem Fall wurden die Patienten von der nächsten Bewertung des 
Ansprechens und weiteren PFS-Analysen ausgeschlossen. Wenn Patienten im 
Erfassungszeitraum dieser Arbeit keinen Progress erlitten haben, wurde das PFS zum 
Zeitpunkt des letzten Follow-Ups zensiert. Der sekundäre Endpunkt OS berechnete sich aus 
der Zeitspanne von Therapiebeginn bis zum Tod oder dem letzten Zeitpunkt, an dem der 
Patient am Leben war.  
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Zur Abschätzung der Progressions- und Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten in 
Abhängigkeit von der Rezidivrate oder vom Therapieansprechen und dem Proteinlevel von 
Markern wurden die jeweiligen Parameter mittels Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt. 
Jede Kurve zeigt die Progress- (PFS) oder Sterberate (TSS oder OS) eines 
Patientenkollektivs in Abhängigkeit der jeweiligen Parameter in der Beobachtungszeit. Für 
jedes eingetretene Ereignis erscheint in der Kurve eine Stufe nach unten, für jeden 
zensierten Fall ein senkrechter Strich. Je steiler die Überlebenskurve, desto kürzer ist die 
progressionsfreie- oder Überlebenszeit der Patienten einer bestimmten Gruppe. Die 
Signifikanz für den Unterschied der beiden miteinander zu vergleichenden Gruppen wurde 
mit dem Log-Rank-Test bestimmt. Die Eins-, Zwei- und Fünf-Jahresüberlebensraten 
wurden als kumulierter Anteil aller Individuen mit Hilfe von Sterbetafeln errechnet. 
Um die Unabhängigkeit der prognostischen Relevanz der Einzelmarker und des 
Ansprechens auf das PFS, TSS und OS zu überprüfen wurden uni- und multivariate 
Regressionsanalysen nach Cox durchgeführt. Die dabei ermittelte Hazard Ratio (HR) gibt 
bei dichotomen Variablen das Risiko an, dass ein Patient innerhalb einer Zeitspanne ein 
bestimmtes Ereignis (z. B. Tod) erfährt. Bei einem Vergleich von zwei Patientengruppen 
wurde die Gruppe mit der besseren Prognose (z. B. OCD, niedriger Grad, M0/N0, niedriges 
TNM-Stadium oder niedrige Proteinmenge) als Referenzkategorie (HR = 1) festgelegt. Im 
Anschluss erfolgte die Berechnung der HR von der Gruppe mit der schlechteren Prognose. 
Neben der HR wird auch das 95 %-Konfidenzintervall (auch Vertrauensbereich genannt) 
berechnet, das den wahren Wert des Risikos mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % 
erwarten lässt und so die Unsicherheit über die Zuverlässigkeit dieser Aussage beschreibt 
(nach Q2). Ist der Wert 1,0 im Konfidenzintervall von 95 % nicht enthalten, resultiert daraus 
ein p-Wert < 0,05. Auf diese Weise kann mit dem Konfidenzintervall auch eine Aussage zur 
Signifikanz des Ergebnisses getroffen werden. In die multivariate Analyse wurden nur 
Parameter eingeschlossen, die in der univariaten Analyse einen p-Wert < 0,05 aufwiesen 
und damit signifikant waren. Nachdem alle Parameter mit der Einschlussmethode getestet 
wurden (basierend auf der likelihood ratio; Parameter mit p > 0,05 wurden schrittweise 
entfernt), enthielt das Modell am Ende nur noch die Kovariaten, die unabhängig von 
einander einen Einfluss auf den betrachteten Überlebensparameter, z. B. das OS, ausübten. 
Des Weiteren wurde das Cox Proportional Hazard-Model für die Untersuchung der 
prognostischen Relevanz molekularer Marker und des Therapieansprechens auf Sunitinib 
im Vergleich zu klinisch-pathologischen Parametern genutzt. Dazu wurde zu einem 
Basismodell, bestehend aus etablierten klinischen und pathologischen Parametern wie pT 
(Tumorstadium), G (Fuhrman-Grad) und M/N (primäre Fernmetastasierung und Lymph-
knotenbefall), eine Kovariate (Marker oder Ansprechen) hinzugefügt und deren Potenzial als 
unabhängiger Prognosemarker für das PFS, TSS und OS berechnet.  
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Für die SNP-Analysen wurden die auftretenden Allelkombinationen pro SNP (z. B. AA, AC 
und CC), je nachdem welches Allel dem Wildtyp und der Variante entspricht, gemäß der 
Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) gruppiert (Q3). Nach der 
Kategorisierung wurde in den Analysen zum PFS und OS der homozygote Wildtyp (z. B. AA) 
der Variante (z. B. CC/CA), die sowohl die homo- als auch die heterozygote Ausprägung 
enthielt, gegenübergestellt. Assoziationen zwischen den SNPs und den klinisch-
pathologischen Parametern sowie dem Ansprechen wurden mittels des Chi-Quadrat-Tests 
berechnet, bei sehr geringen Patientenzahlen nutzten wir den Fisher’s exact test. Odds 
Ratios (OR) beschreiben das Risiko oder die Möglichkeit für das Eintreten eines Ereignisses 
in Abhängigkeit von einem anderen Ereignis. Berechnet wurden die OR unter Verwendung 
der logistischen Regression für die Assoziationen zwischen SNPs und den Nebenwirkungen 
HFS und HTN. Die Allelhäufigkeiten und das Hardy-Weinberg-Equilibrium wurden mit der 
OEGE-Software ermittelt (Q4) (Rodriguez et al. 2009). Das Hardy-Weinberg-Equilibrium 
besagt, dass in einer großen Population mit zufälligem Paarungsverhalten und ohne 
störende Parameter die Genotypen und Allelhäufigkeiten konstant und damit nach dem 
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht verteilt sind (Hardy 1908). Die Haploview v.4.2 Software 
wurde zur Bestimmung von linkage disequilibrium (LD)-Beziehungen, auch bekannt als 
Kopplungsungleichgewicht, zwischen den analysierten SNPs und Haplotypen-Mustern 
genutzt (Barrett et al. 2005). Einige SNPs werden aufgrund der räumlichen Nähe 
zueinander auf einem Chromosom bei der Rekombination nicht getrennt und besitzen 
deshalb ein starkes LD. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Expressionsanalysen am Nierenzellkarzinom zur Prognose-
vorhersage 
4.1.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs 
Für die verschiedenen Untersuchungen am lokal begrenzten und metastasierten NZK wurden 
im Rahmen dieser Arbeit drei verschiedene Patientenkollektive verwendet. Die folgenden 
Analysen sollten bei Patienten mit einem lokal begrenzten NZK eine Prognosevorhersage 
nach erfolgter Nephrektomie ermöglichen. Für das NZK-Prognose-Modell dieser Tumoren 
wurden mRNA-Expressionsanalysen ausgewählter Marker an kryokonserviertem Tumor- 
und tumorfreien Gewebe von 85 Patienten mit lokal begrenztem NZK durchgeführt 
(Tab. 4.1).  
 
 Tab. 4.1: Charakteristik der Patienten mit lokal begrenztem NZK 
Parameter Anzahl bzw. medianes Überleben 
Patientenzahl 85 (100 %) 
Geschlecht 
 männlich 
 weiblich 
 
51 (60 %) 
34 (40 %) 
Alter bei Nephrektomie (in Jahren) 
 Median (Interquartilbereich, IQR) 
 
65 (58-71) 
Tumorgröße (in cm) 
 Median (IQR) 
 
4,5 (3-7) 
pT 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
57 (67,1 %) 
10 (11,8 %) 
17 (20 %) 
1 (1,2 %) 
Fuhrman-Grad 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
5 (5,9 %) 
39 (45,9 %) 
29 (34,1 %) 
12 (14,1 %) 
Primäre Lymphknotenmetastasen (N+) 
 ja 
 nein 
 
6 (7,1 %) 
79 (92,9 %) 
TNM-Stadium 
 I 
 II 
 III 
 IV 
 
56 (65,9 %) 
9 (10,6 %) 
19 (22,4 %) 
1 (1,2 %) 
medianes Follow-Up (in Monaten)1 
 alle Patienten (n = 84) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten mit Progress (n = 18) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten ohne Progress (n = 59) 
  Median (IQR) 
 TSS: verstorbene Patienten (n = 13) 
  Median (IQR) 
 TSS: Patienten ohne tumorspezifischen Tod (n = 71) 
  Median (IQR) 
 OS: verstorbene Patienten (n = 30) 
  Median (IQR) 
 OS: überlebende Patienten (n = 54) 
  Median (IQR) 
 
 
100,5 (45-138,5) 
 
26,0 (21-60) 
 
114,0 (73-137) 
 
36,0 (24-61) 
 
112,0 (64-147) 
 
45,0 (26-98) 
 
120,0 (84-154) 
 1Daten zum Follow-Up fehlten von einem Patienten 
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Das mediane Alter dieser Patientenkohorte, bestehend aus 60 % Männern und 40 % Frauen, 
betrug zum Zeitpunkt der Nephrektomie 65 Jahre. Bei 21 % der Patienten wurde ein hohes 
Tumor-Stadium (NOCD), bei 48 % ein hoher Fuhrman-Grad und bei 7 % der Patienten zum 
Zeitpunkt der Tumordiagnose bereits Lymphknotenmetastasen (N+) beobachtet. Daraus 
ergab sich für 76 % ein niedriges und für 24 % der Patienten ein hohes TNM-Stadium. Das 
mediane Follow-Up aller Patienten betrug 100,5 Monate (IQR 45-138,5). Innerhalb dieser 
Zeit verstarben 30 (35,7 %) Patienten, 13 davon am Tumor. 
 
4.1.2 Expression Angiogenese-assoziierter Gene im Nierenzell-
karzinom 
4.1.2.1 Genexpression im Gewebe und Assoziationen zu klinisch-
pathologischen Parametern 
Die qPCR-Messungen für die Gene VHL, HIF-1α, HIF-2α, VEGFR3, sVEGFR1 und VEGFD 
an den NZK-Proben haben mit Ausnahme für HIF-2α signifikante Unterschiede im 
medianen relativen Expressionsniveau zwischen Tumor- und tumorfreiem Gewebe offenbart 
(Tab. 4.2). Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests wurden die Assoziationen zwischen dem 
Geschlecht und dem Alter bei Nephrektomie der Patienten sowie der molekularen Marker 
und den klinisch-pathologischen Parametern bestimmt, welche beim NZK der 
Prognoseabschätzung dienen. Dabei wurden signifikante Assoziationen zwischen dem 
Tumorstadium (pT) und der HIF-2α-Expression nachgewiesen (Tab. 4.3). 
 
 Tab. 4.2: Vergleich der Genexpression Angiogenese-assoziierter Gene in Tumor- und tumorfreiem Gewebe 
Gen  
mediane relative 
Expression im Tumor1 
mediane relative Expression 
im tumorfreien Gewebe1 
p-Wert2 
VHL 0,011 0,023 < 0,001 
HIF-1α 0,171 0,384 < 0,001 
HIF-2α 0,453 0,424 0,855 
VEGFR3 0,003 0,002 < 0,001 
sVEGFR1 0,031 0,007 < 0,001 
VEGFD 0,000 0,000 < 0,001 
 1bezogen auf das Referenzgen PPIA 
 2Mann-Whitney U-Test 
 
 Tab. 4.3: Assoziation der klinisch-pathologischen Parameter mit Genexpressionsmarkern1 
Parameter pT G N TNM 
Geschlecht 0,516 0,132 0,604 0,602 
Alter bei Nephrektomie 0,263 0,450 0,381 0,568 
VHL 0,717 0,923 0,108 0,399 
HIF-1α 0,557 0,327 0,976 0,568 
HIF-2α 0,039 0,022 0,096 0,013 
VEGFR3 0,124 0,022 0,096 0,047 
sVEGFR1 0,557 < 0,001 0,414 0,952 
 1p-Werte mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet, Signifikanzen sind fett hervorgehoben 
 pT - Tumorstadium, G - Fuhrman-Grading, N - Lymphknotenbefall, TNM - Tumor/Node/Metastasis 
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Außerdem war das Fuhrman-Grading signifikant mit der Expression von HIF-2α, VEGFR3 
und sVEGFR1 assoziiert. Ebenso wurden für die Tumorgröße und die HIF-2α- sowie 
VEGFR3-Expression signifikante Assoziationen mit dem TNM-Stadium ermittelt (Tab. 4.3). 
 
4.1.2.2 Prognose- und Überlebensmodelle beim Nierenzellkarzinom 
Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode konnten für die molekularen Marker HIF-2α, VEGFR3 
und sVEGFR1 signifikante Assoziationen mit dem PFS, TSS und OS berechnet werden 
(Abb. 4.1). Eine hohe Expression dieser drei Marker ging mit einem signifikant verbesserten 
PFS, TSS und OS der NZK-Patienten einher. Das mediane OS betrug z. B. für Patienten mit 
einer niedrigen sVEGFR1-Expression 141 Monate, wohingegen das mediane OS für Patienten 
mit einer hohen sVEGFR1-Expression nicht erreicht wurde (p = 0,003). Nach 5 Jahren 
waren noch 71 % mit einer niedrigen und 90 % der Patienten mit einer hohen sVEGFR1-
Expression am Leben (Abb. 4.1 I). 
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Abb. 4.1: Kaplan-Meier-Kurven signifi-
kanter qPCR-Marker für PFS, TSS und 
OS. 
Es wurden signifikante Unterschiede für 
das PFS (A-C), das TSS (D-F) und das OS 
(G-I) in Abhängigkeit von der mRNA-
Expression von HIF-2α, VEGFR3 und 
sVEGFR1 beobachtet. Dazu wurden die 
Patienten anhand der entsprechenden 
Markerexpression in Gruppen mit 
niedriger und hoher Expression 
eingeteilt. Unterschiede im Überleben 
wurden mit dem Log-Rank-Test 
berechnet. Die Zahl an jeder Kurve gibt 
die Anzahl der Patienten pro Gruppe, 
und die Zahl in Klammern die Ereignisse 
pro Gruppe an. Die Tabelle unter jeder 
Kurve enthält das mediane OS (bei PFS 
und TSS wurde es nicht erreicht (n. e.)) 
sowie das Ein- und Fünf-Jahres-PFS, 
-TSS und -OS in Bezug auf den jeweiligen 
Marker. 
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4.1.2.3 Uni- und multivariate Überlebensanalysen an Nierenzellkarzinom-
Patienten 
Die Analyse von Überlebenszeiten mit der univariaten oder multivariaten Cox-Regression 
ermöglicht es, den Einfluss mehrerer Effekte auf die Überlebenszeit gleichzeitig zu 
untersuchen. Das Fuhrman-Grading ging aus der univariaten Überlebensanalyse nach Cox 
als Prognosemarker für das PFS, TSS und OS hervor (Tab. 4.4). Das TNM-Stadium war 
ebenfalls signifikant mit dem TSS und OS assoziiert. Die gleichen molekularen Marker (HIF-
2α, VEGFR3, und sVEGFR1), die auch schon in den Kaplan-Meier-Kurven signifikante 
Ergebnisse lieferten, wiesen Signifikanzen in der univariaten Überlebensanalyse für das PFS, 
TSS und OS auf. 
 
 Tab. 4.4: Univariate Cox-Regressionsanalysen der NZK-Patienten in Abhängigkeit von klinisch-
pathologischen Parametern und der Expression molekularer Marker1,2 
Parameter 
Univariate Analyse  
PFS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Univariate Analyse  
TSS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Univariate Analyse  
OS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
G 3,453 6,501 2,700 
 1,229-9,704 1,439-29,375 1,235-5,904 
 0,019 0,015 0,013 
TNM 2,480 4,729 2,397 
 0,929-6,619 1,581-14,145 1,136-5,057 
 0,070 0,005 0,022 
VHL 1,077 1,088 0,912 
 0,425-2,731 0,365-3,238 0,445-1,866 
 0,876 0,880 0,800 
HIF-1α 1,539 1,139 0,910 
 0,596-3,971 0,382-3,392 0,444-1,865 
 0,373 0,816 0,796 
HIF-2α 0,224 0,249 0,323 
 0,073-0,683 0,068-0,917 0,147-0,713 
 0,009 0,037 0,005 
VEGFR3 0,255 0,259 0,465 
 0,084-0,775 0,071-0,945 0,220-0,983 
 0,016 0,041 0,045 
sVEGFR1 0,165 0,269 0,400 
 0,048-0,571 0,074-0,978 0,183-0,876 
 0,004 0,046 0,022 
 1signifikante Ergebnisse der univariaten Cox-Analyse sind fett hervorgehoben  
 2Kategorisierung der Patienten nach dem jeweiligen klinisch-pathologischen Parameter oder Expressionslevel 
in Gruppen mit niedrigem oder hohem klinisch-pathologischem Parameter oder Expressionslevel, die niedrige 
Gruppe ist jeweils die Referenzkategorie (HR = 1) 
 
Das multivariate Cox Proportional Hazard Model wurde für die Analyse des PFS, TSS und 
OS von Patienten mit einem lokal begrenzten NZK erstellt. Klinisch-pathologische Parameter 
wie das Fuhrman-Grading (G) und TNM-Stadium, die den Primärtumor charakterisieren, 
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wurden in das Basismodell eingeschlossen. Beide Parameter stellten allein betrachtet 
weitestgehend unabhängige prognostische Faktoren für das PFS, TSS und OS dar (Tab. 4.5-
4.7). Im nächsten Schritt wurden die Expressionsmarker einzeln in dieses Basismodell 
integriert, um sie als potenziell unabhängige prognostische Parameter zu validieren. Marker 
wie HIF-2α (HR 0,295; 95 %-CI 0,094-0,929; p = 0,037) und sVEGFR1 (HR 0,175; 95 %-CI 
0,048-0,637; p = 0,008) wiesen im Cox Proportional Hazard Model signifikante 
Assoziationen mit dem PFS auf (Tab. 4.5), wobei HIF-2α (HR 0,432; 95 %-CI 0,188-0,994; 
p = 0,048) ebenfalls signifikant mit dem OS assoziiert war (Tab. 4.7). Jedoch scheinen die 
untersuchten Marker in Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern für das TSS 
keine prognostische Relevanz zu haben (Tab. 4.6). 
 
 Tab. 4.5: Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das PFS bei NZK-Patienten1 
Faktor 
Model 1 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VHL 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-1α  
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-2α 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR3 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
sVEGFR1 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
G 3,487 0,287 0,300 0,335 0,358 0,454 
 1,240-9,806 0,102-0,807 0,106-0,850 0,118-0,949 0,124-1,033 0,157-1,314 
 0,018 0,018 0,024 0,039 0,057 0,145 
TNM 2,523 2,525 2,538 1,926 1,828 3,315 
 0,944-6,744 0,939-6,791 0,950-6,783 0,706-5,255 0,653-5,119 1,217-9,027 
 0,065 0,067 0,063 0,201 0,251 0,019 
VHL  0,993     
  0,389-2,535     
  0,989     
HIF-1α   1,379    
   0,530-3,589    
   0,510    
HIF-2α    0,295   
    0,094-0,929   
    0,037   
VEGFR3     0,384  
     0,117-1,265  
     0,116  
sVEGFR1      0,175 
      0,048-0,637 
      0,008 
 1signifikante Ergebnisse der multivariaten Cox-Analyse sind fett hervorgehoben 
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 Tab. 4.6: Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das TSS bei NZK-Patienten1 
Faktor 
Model 1 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VHL 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-1α  
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-2α 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR3 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
sVEGFR1 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
G 6,090 0,160 0,157 0,185 0,189 0,231 
 1,346-27,611 0,035-0,728 0,034-0,727 0,040-0,852 0,041-0,872 0,048-1,112 
 0,019 0,018 0,018 0,030 0,033 0,068 
TNM 4,403 4,694 4,495 3,664 3,781 4,996 
 1,460-13,279 1,495-14,735 1,479-13,663 1,172-11,455 1,219-11,735 1,618-15,431 
 0,008 0,008 0,008 0,026 0,021 0,005 
VHL  0,781     
  0,250-2,434     
  0,669     
HIF-1α   0,817    
   0,266-2,509    
   0,725    
HIF-2α    0,458   
    0,114-1,829   
    0,269   
VEGFR3     0,508  
     0,132-1,956  
     0,325  
sVEGFR1      0,350 
      0,091-1,353 
      0,128 
 1signifikante Ergebnisse der multivariaten Cox-Analyse sind fett hervorgehoben 
 
 Tab. 4.7: Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das OS bei NZK-Patienten1 
Faktor 
Model 1 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VHL 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-1α  
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-2α 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR3 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
sVEGFR1 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
G 2,566 0,385 0,372 0,449 0,428 0,488 
 1,170-5,626 0,176-0,845 0,168-0,823 0,203-0,997 0,191-0,959 0,215-1,104 
 0,019 0,017 0,015 0,049 0,039 0,085 
TNM 2,230 2,335 2,271 1,779 2,028 2,419 
 1,053-4,721 1,088-5,016 1,070-4,818 0,819-3,863 0,938-4,388 1,134-5,163 
 0,036 0,030 0,033 0,145 0,072 0,022 
VHL  0,793     
  0,381-1,650     
  0,535     
HIF-1α   0,761    
   0,366-1,582    
   0,464    
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Faktor 
Model 1 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VHL 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-1α  
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-2α 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR3 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
sVEGFR1 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
HIF-2α    0,432   
    0,188-0,994   
    0,048   
VEGFR3     0,678  
     0,307-1,495  
     0,335  
sVEGFR1      0,461 
      0,204-1,041 
      0,063 
 1signifikante Ergebnisse der multivariaten Cox-Analyse sind fett hervorgehoben 
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4.2 Therapie- und Prognosemodelle am metastasierten 
Nierenzellkarzinom 
4.2.1 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen 
Die immunhistochemischen Färbungen wurden aufgrund unterschiedlicher Lokalisationen 
der potentiellen Marker im Tumorgewebe in den Kompartimenten Zytoplasma (Z), Zellkern 
(K), Zellmembran (ZM) und den Endothelien der Gefäße (GE) bewertet. Dabei kam ein 
semiquantitatives Scoring-System zum Einsatz, mit dem die Parameter Score, Intensität 
(Int), Kernfärbung (PosK oder AnzK), Membranfärbung (PosZM), MVD und Gefäßfärbung 
(PosGE) bestimmt werden konnten (vgl. Kapitel 3.2.7.2 und Abb. 4.2). 
Die meisten Marker waren im Zytoplasma der Tumorzellen lokalisiert, wie z. B. VHL, 
VEGFA, NRP-1 und pPDGFRα. Andere wiesen zudem eine Kern- (z. B. HIF-1α, pVEGFR1, 
pAkt, SVV), Membran- (CA9) oder Gefäßfärbung (z. B. VEGFR1, PDGFRβ) auf. Dagegen 
waren die Marker der Gefäßdichte CD31 und CD34 ausschließlich entlang der Blutgefäße zu 
finden. Die Tubuli des tumorfreien Nierengewebes wiesen außer bei CD31 und CD34 stets 
eine Färbung durch den jeweiligen Antikörper auf. 
 
 
 
 diese Abbildung wird auf den folgenden Seiten fortgesetzt 
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 Abb. 4.2: Repräsentative Bilder aller immunhistochemisch-gefärbten Marker. 
 Die immunhistochemische Färbung jedes Markers ist im tumorfreien (Tf) und im Tumorgewebe (Tu) gezeigt. 
Der Maßstabsbalken in der linken oberen Ecke der Bilder entspricht 50 µm. Die Tabellen unter den Bildern 
enthalten das im Tumor beurteilte Kompartiment (Z, K, ZM, GE), die Bewertungskategorie (Score, Int, PosK, 
AnzK, PosZ, PosM, MVDGE und PosGE) und den für die Überlebensanalysen genutzten Cut-Off. Dieser diente zur 
Einteilung der Patienten in Gruppen mit niedrigem und hohem Proteinlevel des jeweiligen Markers (vgl. 
Kapitel 3.2.7.2).  
 Z - Zytoplasma, K - Zellkern, ZM - Zellmembran, GE - Gefäße (Endothelien), Int - Intensität, 
PosK - Kernfärbung, AnzK  Anzahl gefärbter Zellkerne, PosZ - Zytoplasmafärbung, PosZM - Membranfärbung, 
MVDGE - Mikrogefäßdichte, PosGE - Gefäßfärbung 
 
4.2.2  Charakterisierung des Patientenkollektivs 
Die Therapie- und Prognosemodelle beim metastasierten NZK wurden anhand von 
kryokonserviertem und FFPE-Geweben von 42 Patienten, die in Folge von diagnostizierten 
Metastasen eine Sunitinib-Behandlung erhielten, untersucht. Das mediane Alter dieser 
Patienten zum Zeitpunkt der Operation des Primärtumors betrug 64 Jahre (Tab. 4.8). Etwa 
30 % dieser Patienten hatten zu dieser Zeit eine OCD (pT 1/2) und ca. 70 % eine NOCD (pT 
3/4). 28 Patienten (66,7 %) wiesen bereits bei Erstdiagnose des Tumors primäre 
Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen auf. Mit etwa 28 % traten Lungenmetastasen am 
häufigsten auf, gefolgt von Lymphknoten-, Knochen- und Lebermetastasen (Abb. 4.3). 
Innerhalb der medianen Follow-Up-Zeit von 39,6 Monaten (IQR 13-45 Monate) starben 28 
(66,7 %) Patienten an diesem Tumor. Die Sunitinib-Therapie begann im Median 7 Monate 
nach der Nephrektomie und erfolgte über eine mediane Zeit von 11,1 Monaten (Tab. 4.8). 
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 Tab. 4.8: Charakteristik für Sunitinib-behandelte Patienten mit metastasiertem NZK 
Parameter Anzahl bzw. medianes Überleben 
Patientenzahl 42 (100 %) 
Geschlecht 
 männlich 
 weiblich 
 
29 (69 %) 
13 (31 %) 
Alter bei Nephrektomie 
 Median (IQR) 
 
64 (56-70) 
Alter bei Therapiebeginn (in Jahren) 
 Median (IQR) 
 
67 (59-70) 
Tumorgröße (in cm) (n = 34) 
 Median (IQR) 
 
7,5 (5,4-11,3) 
pT 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
10 (23,8 %) 
3 (7,1 %) 
27 (64,3 %) 
2 (4,8 %) 
Fuhrman-Grad 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
1 (2,4 %) 
20 (47,6 %) 
12 (28,6 %) 
9 (21,4 %) 
Primäre Lymphknoten- und Fernmetastasen (M/N) 
 ja (M1 oder N+) 
 nein (M0/N0) 
 
28 (66,7 %) 
14 (33,3 %) 
TNM-Stadium 
 I 
 II 
 III 
 IV 
 
4 (9,5 %) 
2 (4,8 %) 
11 (26,2 %) 
25 (59,5 %) 
medianes Follow-Up (in Monaten) 
 alle Patienten (n = 42) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten mit Progress (n = 40) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten ohne Progress (n = 2) 
  Median (IQR) 
 OS: verstorbene Patienten (n = 28) 
  Median (IQR) 
 OS: überlebende Patienten (n = 14) 
  Median (IQR) 
 
 
39,6 (13-45) 
 
9,5 (5,5-20) 
 
39,0 (36-42) 
 
25,5 (9-41) 
 
45,5 (33-54) 
Zeitspanne von OP bis Therapiebeginn (in Monaten) 
 Median (IQR) 
 
7,0 (2-36) 
Dauer der Sunitinib-Therapie (in Monaten) 
 Median (IQR) 
 
11,1 (6-24) 
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 Abb. 4.3: Verteilung der Metastasenlokalisation der Patienten mit metastasiertem NZK. 
 Am häufigsten wurden Metastasen in der Lunge, den Lymphknoten (LK), im Knochen und in der Leber 
diagnostiziert. 
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4.2.3 Untersuchungen zum VHL-Gen 
4.2.3.1 Identifikation von VHL-Mutationen und Bestimmung der VHL-
Kopienzahl 
Es wurden Mutations-, Kopienzahl- und Promotormethylierungsanalysen am VHL-Gen 
vorgenommen, um festzustellen, ob die Funktionsbeeinträchtigung des Tumor-
suppressorgens VHL in Zusammenhang mit dem Ansprechen und Überleben von Patienten 
mit metastasiertem NZK steht. Mit diesen funktionellen Analysen konnten bei 50 % der 20 
auswertbaren, mit Sunitinib behandelten Patienten Mutationen im VHL-Gen detektiert 
werden (Tab. 4.9).  
 
 Tab. 4.9: Übersicht der identifizierten VHL-Mutationen und Kopienzahlverluste bei Patienten mit 
metastasiertem NZK 
Patienten-
nummer 
VHL-Mutation1 
Kopienzahl-
verlust Mutation Exon mRNA-Veränderung 
AS-
Position 
Art der 
Mutation 
1 nein     ja 
2 nein     ja 
3 nein     ja 
4 ja Exon 1 221 T > A V74D ms ja 
5 ja Exon 3 466 del T T157fs fs ja 
6 nein     ja 
7 ja Exon 1 331 A > G S111G ms ja 
8 ja Exon 2 409 ins T V137fs fs ja 
9 ja Exon 3 484 T > G, 486 del 19 
C162G, 
C162fs 
ms, fs nein 
10 ja Exon 1 225 del 4 CTTC F76fs fs nein 
11 nein     nein 
12 nein     nein 
13 nein     ja 
14 nein     nein 
15 ja Exon 1 292 T > A, 294 del C 
Y98N, 
P99fs 
ms, fs ja  
16 nein     nein 
17 ja Exon 3 549 ins 8 TCAGGTCG S183fs fs ja 
18 nein     ja 
19 ja Exon 1 281 del 3 AGC E94fs fs nein 
20 ja Exon 1 263 G > A W88ns ns nein 
 1Die bei den Patienten 4, 7, 8, 15 und 20 identifizierten Mutationen wurden bereits in klarzelligen 
Nierentumoren der COSMIC-Datenbank (Q5) gezeigt  
 AS – Aminosäure, del – Deletion, fs – frameshift, ins – Insertion, ms – missense, ns – non-sense 
 
In den drei Exons des VHL-Gens wurden eine non-sense-, vier missense- und 7 frameshift-
Mutationen identifiziert, von denen bereits 6 in der COSMIC-Datenbank (Q5) beschrieben 
sind. VHL-Kopienzahlverluste wurden dagegen bei 60 % der untersuchten Patienten 
bestimmt. Beide Veränderungen des VHL-Gens (Mutationen und Kopienzahlverluste) 
wurden simultan in 30 % der Fälle beobachtet. Weiterhin wurden die Ergebnisse der VHL-
Veränderungen mit den IHC-Färbungen von VHL und seinen Zielgenen HIF-1α, CA9 und 
VEGFA verglichen, um die vermutete Kausalkette vom VHL-Funktionsverlust hin zur 
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gesteigerten Proteinsynthese der Targets zu bestätigen. Diese Analysen zeigten, dass der 
VHL-Score im Median erniedrigt und der CA9-Score bei Patienten mit Mutationen oder 
Kopienzahlverlusten erhöht war (Abb. 4.4). Allerdings konnte nur ein kleiner Anstieg des 
HIF-1α-Scores und der VEGFA-Intensität bei Patienten mit VHL-Genveränderungen im 
Gegensatz zu denen mit normalem VHL-Status beobachtet werden. Signifikante 
Assoziationen mit dem Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie konnten nicht nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). 
 
 
 
 Abb. 4.4: Effekt der VHL-Genveränderungen auf die Proteinmenge von VHL und seinen Zielgenen. 
 Die Boxplots zeigen den VHL- (A), HIF-1α- (B), CA9-Score (C) und die VEGFA-Intensität (D) von Patienten mit 
 normalem VHL-Status, mit VHL-Mutationen und VHL-Kopienzahlverlust (KZ). 
 
4.2.3.2 Status der VHL-Promotormethylierung 
4.2.3.2.1 Methylierungsspezifische Polymerasekettenreaktion 
Die Methylierung eukaryotischer DNA erfolgt immer an Cytosinen innerhalb von Cytosin-
Guanosin-Dinukleotiden (CpG). Diese Modifikation hat insbesondere bei CpG-reichen DNA-
Regionen im Promotorbereich wichtige regulatorische Auswirkungen auf die Genexpression 
und führt als Hypermethylierung in Tumoren zum silencing von Tumorsuppressor-Genen 
(Jones und Baylin 2002). Auch das VHL-Gen wird beim NZK durch Methylierung inaktiviert 
(Herman et al. 1994). Aufgrund fehlender konkreter Daten zu den Methylierungsstellen der 
VHL-CpGs haben wir uns für die MSP nach Herman et al. (1996) entschieden. Durch die 
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Verwendung von methylierungsspezifischen Primern sollten Unterschiede im 
Methylierungsstatus des VHL-Promotors in Tumor- und tumorfreiem Gewebe nachgewiesen 
werden. Das untersuchte Fragment beginnt kurz nach dem Transkriptionsstart von VHL (vgl. 
Abb. 5.1). Von 31 untersuchten Patienten konnte mit Hilfe der MSP nur im Tumorgewebe 
dreier Patienten eine Promotormethylierung detektiert werden (Abb. 4.5).  
 
 
 Abb. 4.5: Agarosegel der MSP für VHL dreier metastasierter NZK-Patienten. 
Das Gel zeigt die Produkte der MSP von VHL, für die Primerpaare der unmethylierten (U) und methylierten 
(M) DNA verwendet wurden (L – DNA-Ladder 100 pb). Die Tumorproben (Tu) der Patienten (N237, N311, 
N408) wiesen im Gegensatz zum tumorfreien Gewebe (Tf) neben der unmethylierten auch methylierte DNA 
auf. Die DNA-Kontrollen zeigten, dass der Primer für die methylierte DNA-Sequenz nur an der vollständig 
methylierten DNA-Kontrolle (KMet) gebunden hat. Auch die Primer für die unmethylierte DNA-Sequenz sind 
spezifisch. Nur in Verbindung mit der unmethylierte DNA-Kontrolle (KUA) kam es zur Amplifikation eines 
PCR-Produkts. 
 
In den tumorfreien Proben sind nur bei Einsatz von Primern für die unmethylierte Sequenz 
PCR-Banden erkennbar. Der Einsatz der methylierten (kMet) und unmethylierten DNA-
Kontrolle (KUA) zeigte, dass die Primer spezifisch für den jeweiligen Methylierungsstatus der 
DNA waren. Letztendlich erfüllten von den drei Patienten mit positivem VHL-
Methylierungsstatus zwei die Einschlusskriterien (klarzelliges NZK, primäre TKI-Therapie 
mit Sunitinib) nicht. Sie wurden von weiteren Berechnungen ausgeschlossen und daraufhin 
entfiel die statistische Auswertung der MSP. 
 
4.2.3.2.2 Pyrosequenzierung 
Die Pyrosequenzierung wurde als weitere Methode zur Bestimmung der VHL-
Promotormethylierung verwendet. Im Gegensatz zur MSP wird hierbei der prozentuale 
Anteil methylierter CpGs in einem ausgewählten Bereich der VHL-Promotorregion 
quantitativ bestimmt. Der verwendete Assay hat eine Zielsequenz, die ca. 300 Nukleotide in 
5’-Richtung vor dem VHL-Transkriptionsstart lag und daher auch eine Distanz zur 
analysierten Region der MSP aufwies (vgl. Abb. 5.1). Mit der Software (PyroMark Q24 
Software 2.0) wurde die prozentuale Methylierung für jedes der 4 CpGs der Zielsequenz 
anhand des entsprechenden Nukleotideinbaus ermittelt. Neben den Proben von Patienten 
mit metastasiertem NZK (Tumor und tumorfrei) wurde auch vollständig unmethylierte und 
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methylierte DNA als Positiv- und Negativkontrolle gemessen. Dafür wurde je nach CpG ein 
Methylierungslevel zwischen 90 - 100 % für die Positivkontrolle und 1,4 - 12 % für die 
unmethylierte Kontrolle ermittelt (Daten nicht gezeigt). Das Tumorgewebe wies für die CpGs 
eins und zwei eine mediane Methylierung von 80 - 90 % und 35 - 45 % für die CpGs drei und 
vier auf (Abb. 4.6).  
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 Abb. 4.6: Pyrosequenzierung: Methylierungsstatus des VHL-Promotors. 
 Das Diagramm zeigt den medianen Methylierungsstatus der mittels Pyrosequenzierung untersuchten vier CpGs 
(n = 25 Patienten). Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung. Die Unterschiede zwischen 
Tumor- und tumorfreiem Gewebe waren dabei sehr gering, da das Methylierungslevel des tumorfreien Gewebes 
schon sehr hoch ausfiel.  
 
Überraschenderweise war das mediane Methylierungslevel in den Proben des tumorfreien 
Gewebes nur unwesentlich geringer als im Tumorgewebe. Aufgrund dieser hohen 
Grundmethylierung vor dem Transkriptionsstart des VHL-Gens und der geringfügigen 
Differenz im Promotormethylierungsstatus zwischen Tumor- und tumorfreiem Gewebe 
wurde von weiteren statistischen Analysen in Bezug zum Therapieansprechen abgesehen. 
 
4.2.4 Immunhistochemische Analysen 
4.2.4.1 Immunhistochemische Quantifizierung in Bezug zu klinisch-
pathologischen Parametern 
Immunhistochemische Analysen der NZK ermöglichen eine semiquantitative Bestimmung 
von Proteinniveaus, die mit klinisch-pathologischen Parametern oder dem Ansprechen auf 
eine anti-VEGF-Therapie der metastasierten NZK-Patienten assoziiert sein könnten. Die 
Bewertung der immunhistochemischen Färbungen (vgl. Kapitel 4.2.1) ergaben signifikante 
Assoziationen zwischen klinisch-pathologischen Parametern und verschiedenen molekularen 
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Markern wie HIF-1α, VEGFR1, -2 und -3, pVEGFR1 und -2, PDGFRα und -β, pPDGFRα und 
-β, CD31, CD34, pAkt, Ki67 sowie SVV (Tab. 4.10). Dazu wurden die Bewertungskriterien der 
IHC-Färbungen wie die Intensität der Färbung, der Score, die Kern- und Gefäßfärbung und 
die MVD verwendet. Besonders häufig konnten Assoziationen zwischen der 
immunhistochemischen Quantifizierung potenzieller Proteinmarker und dem Fuhrman-Grad 
sowie dem kombinierten primären Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus beobachtet 
werden.  
 
 Tab. 4.10: Signifikante Assoziationen des Proteinlevels potenzieller Marker mit klinisch-pathologischen 
Parametern von Patienten mit metastasiertem NZK 
Parameter 
Potenzieller 
Marker 
Unter-
gruppe 
Mittleres 
Proteinlevel1 
Unter-
gruppe 
Mittleres 
Proteinlevel1 
p-Wert2 
pT PDGFRα-Intensität OCD 0,83 (14/42) NOCD 1,12 (28/42) 0,027 
 
VEGFR1-
Gefäßfärbung 
 
 
0,88 (14/41) 
 
 
0,66 (27/41) 
 
0,046 
 
G CD31-MVD 1+2 155,2 (21/42) 3+4 86,3 (21/42) 0,018 
 CD34-MVD  178,8 (21/41)  99,3 (20/41) 0,027 
 HIF-1α-Score  74,40 (21/41)  50,66 (20/41) 0,021 
 VEGFR1-Score  104,2 (21/41)  141,6 (20/41) 0,020 
 VEGFR1-Intensität  1,18 (21/41)  1,51 (20/41) 0,016 
 
VEGFR1-
Gefäßfärbung 
 0,83 (21/41)  0,63 (20/41) 0,020 
 
VEGFR2-
Gefäßfärbung 
 0,88 (21/42)  0,62 (21/42) 0,015 
 
VEGFR3-
Gefäßfärbung 
 0,62 (21/42)  0,31 (21/42) 0,022 
 pPDGFRα-Score  85,7 (21/42)  26,9 (21/42) 0,000 
 pPDGFRα-Intensität  1,09 (21/42)  0,51 (21/42) 0,001 
 pPDGFRβ-Score  86,3 (21/42)  43,7 (21/42) 0,002 
 
pPDGFRβ-Intensität 
 
 
0,99 (21/42) 
 
 
0,65 (21/42) 
 
0,015 
 
M/N  
PDGFRβ-
Gefäßfärbung 
M0/N0 0,17 (14/41) M1/N+3 0,55 (27/41) 0,006 
 VEGFR1-Intensität  1,16 (14/41)  1,44 (27/41) 0,029 
 VEGFR2-Score  48,0 (14/41)  86,8 (28/41) 0,042 
 VEGFR2-Intensität  0,79 (14/42)  1,19 (28/42) 0,036 
 pVEGFR1-Score  44,0 (14/42)  18,5 (28/42) 0,043 
 pVEGFR1-Intensität  0,66 (14/42)  0,32 (28/42) 0,046 
 pVEGFR2-Score  45,0 (14/42)  17,5 (28/42) 0,044 
 pPDGFRα-Score  77,6 (14/42)  48,1 (28/42) 0,044 
 pPDGFRα-Intensität  1,05 (14/42)  0,70 (28/42) 0,045 
 pPDGFRβ-Score  93,7 (14/42)  53,0 (28/42) 0,018 
 pPDGFRβ-Intensität  1,11 (14/42)  0,71 (28/42) 0,010 
 Ki67-Kernfärbung  1,40 (14/42)  6,66 (28/42) 0,005 
 SVV-Kernfärbung  5,8 (14/40)  14,0 (26/40) 0,005 
 
pAkt-Kernfärbung 
 
 
0,12 (/14/41) 
 
 
0,51 (27/41) 
 
0,001 
 
TNM PDGFRα-Score I+II 35,9 (7/42) III+IV 70,44 (35/42) 0,045 
 PDGFRα-Intensität  0,76 (7/42)  1,07 (35/42) 0,025 
 Ki67-Kernfärbung  1,10 (7/42)  5,38 (35/42) 0,031 
 1die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der Patienten pro Gruppe in Bezug zu allen untersuchten Patienten an
 2Mann-Whitney U-Test 
 3Patienten hatten Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Nephrektomie 
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Diese beiden Parameter zeigen zahlreiche signifikante Assoziationen mit VEGFR1, -2 und -3 
sowie pPDGFRα und -β. In den Kategorien der klinisch-pathologischen Parameter mit 
besserer Prognose der Patienten (OCD, niedriger Grad 1+2, M0/N0 und niedriges TNM I+II) 
wurde eine höhere mittlere Gefäßfärbung von CD31 und CD34, die die MVD im Gewebe 
widerspiegeln, ermittelt. Weiterhin wurden höhere Level des HIF-1α-Scores, der VEGFR1-, 
-2- und -3-Gefäßfärbung, des pVEGFR1- und -2-Scores und der -Intensität sowie des 
pPDGFRα- und -β-Scores und der -Intensität in Zusammenhang mit den besseren 
Prognosekategorien der klinisch-pathologischen Parameter bestimmt. Im Gegensatz dazu 
waren die Kernfärberaten der Marker Ki67 und SVV in den Kategorien NOCD, hoher Grad 
(3+4), M1/N+ und hohes TNM-Stadium (III+IV) deutlich erhöht. Außerdem ließen die 
Marker VEGFR1- und -2-Score und -Intensität sowie PDGFRα- und -β-Score, -Intensität und 
-Gefäßfärbung eine höheres mittleres Proteinlevel in Tumorgewebe von Patienten mit 
klinisch-pathologischen Parametern einer schlechten Prognose erkennen (Tab. 4.10). Für 
VHL, HIF-2α, VEGFA, -C und -D, die Co-Rezeptoren NRP-1 und -2 und die anti-angiogene 
Isoform VEGFA165B konnten keine signifikanten Ergebnisse beobachtet werden.  
 
4.2.4.2 Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie und deren Nebenwirkungen 
Der Einfluss klinischer oder molekularer Faktoren auf das Ansprechen unter Sunitinib-
Therapie wurde mit Hilfe der Ansprechrate beurteilt. Die objektive Ansprechrate auf diese 
Therapie wurde nach drei, 6 und 9 Monaten nach Therapiestart sowie nach dem letzten 
Staging (12-54 Monate) von 38 Patienten mit verfügbaren Informationen zum Ansprechen 
erhoben (Tab. 4.11). Nach 9 Monaten konnte z. B. bei 21 (55,3 %) ein Ansprechen der 
behandelten Patienten festgestellt werden, von denen vier ein partielles Ansprechen und 17 
eine stabile Erkrankung aufwiesen. Während der Sunitinib-Behandlung wurden Neben-
wirkungen wie HTN und HFS bei 13 bzw. 11 Patienten (vorliegende Daten von 24 (HTN) und 
21 (HFS) Patienten) beobachtet (Tab. 4.11). Signifikante Assoziationen zwischen dem 
Ansprechen auf Sunitinib und HTN sowie HFS wurden nicht gefunden (Chi-Quadrat-Test). 
Dennoch zeigten Patienten mit HTN einen Trend (p = 0,067) zu einem langen Ansprechen 
(letztes Staging). Tumore mit niedrigem Fuhrman-Grad waren signifikant mit einem guten 
Ansprechen nach (A. n.) 9 Monaten (p = 0,010) assoziiert (Daten nicht gezeigt).  
 
 Tab. 4.11: Ansprechraten und Verteilung der Nebenwirkungen (HFS und HTN) bei Respondern und Nicht-
Respondern zu den verschiedenen Evaluierungszeitpunkten des Ansprechens auf die Sunitinib-Behandlung 
Parameter 
Ansprechen 
nach 3 
Monaten1 
Ansprechen 
nach 6 
Monaten1 
Ansprechen 
nach 9 
Monaten1 
Ansprechen 
nach letztem 
Staging1,2 
Ansprechen (n = 38)     
 Responder 32 (84,2 %) 27 (71,1 %) 21 (55,3 %) 10 (26,3 %) 
  partielles Ansprechen 10 (26,3 %) 6 (15,8 %) 4 (10,5 %) 1(2,6 %) 
  gemischtes Ansprechen 2 (5,3 %) 1 (2,6 %) - - 
  stabile Erkrankung 20 (52,6 %) 20 (52,6 %) 17 (44,7 %) 9 (23,7 %) 
 Nicht-Responder  2 (5,3 %) 6 (15,8 %) 4 (10,5 %) 7 (13,9 %) 
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Parameter 
Ansprechen 
nach 3 
Monaten1 
Ansprechen 
nach 6 
Monaten1 
Ansprechen 
nach 9 
Monaten1 
Ansprechen 
nach letztem 
Staging1,2 
Nebenwirkungen     
 Hand-Fuß-Syndrom     
  Responder (n = 18) (n = 15) (n = 13) (n = 5) 
   ja 11 9 8 2 
   nein 7 6 5 3 
  Nicht-Responder (n = 0) (n = 3) (n = 2) (n = 3) 
   ja 0 1 1 2 
   nein 0 2 1 1 
 Hypertonie      
  Responder (n = 20) (n = 17) (n = 15) (n = 7) 
   ja 11 10 9 7 
   nein 9 7 6 0 
  Nicht-Responder (n = 1) (n = 4) (n = 2) (n = 3) 
   ja 1 3 0 1 
   nein 0 1 2 2 
 1Prozentangabe der Responder und Nicht-Responder bezieht sich auf alle vorhandenen Daten (n = 38) 
 2letztes Staging erfolgte nach 12-54 Monaten 
 
4.2.4.3 Assoziation von Markern mit dem Ansprechen auf Sunitinib 
Potenziell prädiktive Marker wie CA9, CD31, HIF-1α, pVEGFR1, pPDGFRα und -β, Ki67, 
pAkt und VEGFR1 und -2 zeigten signifikante Assoziationen mit dem Ansprechen auf die 
Sunitinib-Behandlung (Tab. 4.12).  
 
 Tab. 4.12: Proteinlevel potenzieller Marker in Assoziation zum Ansprechen auf Sunitinib1 
Ansprechen 
nach 
potenzieller Marker 
(n = Responder+Nicht-Responder) 
mittleres Proteinlevel 
p-Wert2 
Responder Nicht-Responder 
6 Monaten CA9-Intensität (n = 27+6) 2,37 1,53 0,034 
 
CD31-Intensität (n = 27+6) 
 
2,14 
 
1,69 
 
0,049 
 
9 Monaten HIF-1α-Score (n = 20+4) 75,1 13,3 0,021 
 pVEGFR1-Kernfärbung (n = 21+4) 48,2 4,79 0,038 
 pPDGFRα-Score (n = 21+4) 81,5 6,07 0,012 
 pPDGFRα-Intensität (n = 21+4) 1,03 0,16 0,011 
 pPDGFRβ-Score (n = 21+4) 81,5 26,1 0,041 
 Ki67-Kernfärbung (n = 21+4) 2,04 16,1 0,004 
 
pAkt-Kernfärbung (n = 20+4) 
 
0,26 
 
0,79 
 
0,016 
 
letztem  VEGFR1-Intensität (n = 10+6) 1,01 1,41 0,003 
Staging3 VEGFR1-Gefäßfärbung (n = 10+6) 0,90 0,76 0,048 
 VEGFR2-Gefäßfärbung (n = 10+7) 0,95 0,53 0,010 
 1nur signifikante Marker gezeigt 
 2Mann-Whitney U-Test 
 3letztes Staging erfolgte nach 12-54 Monaten 
 
Interessanterweise stand das Ansprechen nach 6 Monaten in Zusammenhang mit Markern, 
die für die pH-Regulation (CA9) und die Gefäßbildung (CD31) verantwortlich sind, 
wohingegen die VEGF-Rezeptoren eher nach dem letzten Staging und somit zu späten 
Behandlungszeitpunkten eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Darüber hinaus wurden 
Trends (p < 0,1) für CD34 (A. n. drei Monaten), CA9, VEGFR1 und SSV (A. n. 6 Monaten), 
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pPDGFRβ und SVV (A. n. 9 Monaten) und VEGFR1 (A. n. letztem Staging) bestimmt (Daten 
nicht gezeigt). 
 
4.2.4.4 Prognose- und Überlebensmodelle für das progressionsfreie- und 
Gesamtüberleben 
Unter Verwendung der Kaplan-Meier-Methode wurden alle molekularen Marker und 
klinisch-pathologischen Parameter im Hinblick auf ihre Assoziation mit dem PFS und OS 
untersucht. Das PFS für das Ansprechen auf Sunitinib unterscheidet sich vom PFS beim lokal 
begrenzten NZK, welches die Zeit von der Nephrektomie bis zum ersten Auftreten von 
Metastasen repäsentiert. Beim metastasierten NZK wird das PFS als Zeitspanne zwischen 
dem ersten Auftreten von Metastasen bis zum erneuten Progress bezeichnet. Signifikante 
Assoziationen mit einem längeren PFS wurden für den hohen HIF-1α-Score, die CD34-MVD, 
die VEGFR3-Gefäßfärbung und die VEGFD-Intensität identifiziert (Abb. 4.7).  
Andere Marker, wie ein hoher CA9-Score, eine erhöhte CA9-Intensität und 
-Membranfärbung, VEGFR1- und -3-Gefäßfärbung sowie ein niedriger PDGFRα-Score waren 
signifikant mit einem längeren OS assoziiert. Das mediane OS betrug z. B. 22,5 Monate für 
Patienten (n = 19) mit einem niedrigen und 48,5 Monate für Patienten (n = 9) mit einen 
hohen CA9-Score. Nach 5 Jahren waren noch 9 % mit einem niedrigen und 40 % der 
Patienten mit einem hohen CA9-Score am Leben. Weiterhin zeichnete sich unter 
Verwendung des Log-Rank-Tests ein Trend für unterschiedliches Überleben zwischen dem 
kombinierten M/N Status und dem PFS (p = 0,061) wie auch zwischen dem Fuhrman-Grad 
und dem OS (p = 0,091) ab (Tab. 4.13). Andere klinisch-pathologische Parameter zeigten 
keine Unterschiede im PFS und OS (Daten nicht gezeigt). Die gleichen molekularen Marker, 
die auch schon in den Kaplan-Meier-Kurven signifikante Ergebnisse lieferten, wiesen 
Signifikanzen in der univariaten Überlebensanalyse nach Cox für das PFS und OS auf. Die 
CA9-Membranfärbung wurde mit Hilfe der multivariaten Analyse als unabhängiger 
prognostischer Marker für das OS (HR 0,174; 95 %-CI 0,045-0,669; p = 0,011) identifiziert 
(Tab. 4.13).  
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 Abb. 4.7: Kaplan-Meier-Kurven der IHC-Marker, die signifikant mit dem PFS und OS assoziiert waren. 
 Signifikante Unterschiede für das PFS wurden für den HIF-1α-Score (A), die CD34-MVD (B), die VEGFR3-
Gefäßfärbung (C) und die VEGFD-Intensität (D) beobachtet. Marker wie der CA9-Score (E), die CA9-Intensität 
(F), die CA9-Membranfärbung (G), die VEGFR1- (H) und VEGFR3-Gefäßfärbung (I) sowie der PDGFRα-Score 
(J) waren signifikant mit dem OS assoziiert. Für diese Analysen wurden die Patienten anhand der 
immunhistochemisch bestimmten Proteinlevel in Gruppen mit niedrigen und hohen Proteinniveaus eingeteilt. 
Der Log-Rank-Test wurde für die Berechnung der Unterschiede im Überleben verwendet. Die Zahl an jeder 
Kurve gibt die Anzahl der Patienten pro Gruppe und die Zahl in Klammern die Ereignisse pro Gruppe an. Die 
Tabelle unter jeder Kurve enthält das mediane PFS oder OS sowie das Ein-, Zwei- bzw. Fünf-Jahres-PFS und 
-OS für den jeweiligen Marker. 
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 Tab. 4.13: Uni- und multivariate Cox-Regression - Überlebensanalysen von klinisch-pathologischen 
Parametern und potenziellen Markern in Bezug zum PFS und OS1 
Parameter (n) 
Patienten-
aufteilung2 
(niedrig + 
hoch) 
univariate 
Analyse PFS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
univariate 
Analyse OS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
multivariate 
Analyse3 OS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
G (42) 21 + 21  1,913  
   0,902-4,059  
   0,091  
M/N (42) 14 + 28 1,946   
  0,970-3,903   
  0,061   
CA9-Score (42) 21 + 21  0,335  
   0,151-0,742  
   0,007  
CA9-Intensität (42) 23 + 19 0,559 0,437  
  0,294-1,062 0,197-0,969  
  0,076 0,042  
CA9-Membranfärbung (42) 13 + 29  0,359 0,174 
   0,168-0,767 0,045-0,669 
   0,008 0,011 
CD34-MVD (41) 21 + 20 0,466   
  0,232-0,938   
  0,033   
HIF-1α-Score (41) 23 + 18 0,422   
  0,214-0,832   
  0,011   
PDGFRα-Score (42) 22 + 20 1,758 3,000  
  0,927-3,334 1,393-6,459  
  0,084 0,005  
VEGFR1-Score (41) 21 + 20 1,731   
  0,906-3,306   
  0,097   
VEGFR1-Intensität (41) 21 + 20 1,843   
  0,963-3,524   
  0,065   
VEGFR1-Gefäßfärbung (41) 20 + 21  0,449  
   0,206-0,976  
   0,043  
VEGFR3-Gefäßfärbung (42) 29 + 13 0,447 0,407  
  0,220-0,909 0,164-1,009  
  0,026 0,052  
VEGFD-Intensität (41) 23 + 18 0,447   
  0,223-896   
  0,023   
SVV-Kernfärbung (40) 20 + 20 1,782   
  0,921-3,450   
  0,086   
 1Tabelle enthält alle Trends und signifikanten Ergebnisse (fett) der univariaten und multivariaten Cox-Analyse 
des OS und PFS 
 2Einteilung der Patienten in Gruppen mit niedrigem und hohem Parameter, der niedrige Parameter ist die 
Referenzkategorie (HR = 1) 
 3nur signifikante Parameter der univariaten Analyse der Tab. 4.13 und Tab. 4.14 wurden mittels multivariater 
Cox-Analyse untersucht 
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Unterschiedliche Ansprechraten nach 9 Monaten wiesen auf signifikante Unterschiede im 
PFS und OS (Log-Rank-Test p < 0,001) hin, wie die Kaplan-Meier-Kurven in Abb. 4.8 zeigen. 
Responder hatten ein Ein-Jahres-PFS von 90 % im Gegensatz zu 0 % der Nicht-Responder. 
Beim OS war der Unterschied im Ein-Jahres-Überleben geringer, allerdings waren nach fünf 
Jahren nur noch 31 % der Responder am Leben. Von den Nicht-Respondern hat keiner 
diesen Zeitpunkt erreicht.  
 
 Abb. 4.8: Kaplan-Meier-Kurven für das Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie nach 9 Monaten. 
 Die Unterschiede im PFS (A) und OS (B) der Patienten mit Hinblick auf deren Ansprechen auf die Sunitinib-
Therapie wurden mit dem Log-Rank-Test berechnet. Die Zahl an jeder Kurve gibt die Anzahl der Patienten pro 
Gruppe und die Zahl in Klammern die Ereignisse pro Gruppe an. Die Tabelle unter jedem Diagramm enthält 
das mediane PFS oder OS sowie das Ein-, Zwei- und Fünf-Jahres-PFS und -OS in Abhängigkeit vom 
Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie nach 9 Monten. 
 
 Tab. 4.14: Uni- und multivariate Cox-Regression - Überlebensanalyse zum PFS und OS in Bezug auf das 
Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie1 
Ansprechen nach (n) 
Patienten-
aufteilung2 
(Responder + 
Nicht-
Responder) 
univariate 
Analyse PFS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
univariate 
Analyse OS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
multivariate 
Analyse3 OS 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
6 Monaten (33) 27 + 6 0,149 0,366  
  0,047-0,473 0,130-1,028  
  0,001 0,056  
9 Monaten (25) 21 + 4 0,039 0,054 0,038 
  0,007-0,224 0,008-0,344 0,005-0,299 
  < 0,001 0,002 0,002 
 1Tabelle enthält alle Trends und signifikanten Ergebnisse (fett) der univariaten und multivariaten 
Überlebensanalyse des PFS und OS 
 2Kategorisierung der Patienten in Responder + Nicht-Responder, Nicht-Responder ist die Referenzkategorie 
(HR = 1) 
 3nur signifikante Parameter der univariaten Analyse der Tab. 4.13 und Tab. 4.14 wurden mittels multivariater 
Cox-Analyse untersucht 
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Der Vergleich von Respondern und Nicht-Respondern ließ ebenfalls signifikante 
Unterschiede im medianen PFS (24,5 versus 8 Monate) und im medianen OS (47 versus 30 
Monate) erkennen (Abb. 4.8). Das Ansprechen nach 9 Monaten hatte einen signifikanten 
Einfluss auf das PFS (HR 0,039; 95 %-CI 0,007-0,224; p < 0,001) und OS (HR 0,054; 95 %-
CI 0,008-0,344; p = 0,002), wie die univariate Regressionsanalyse nach Cox ergab (Tab. 
4.14). Ähnliche Ergebnisse wurden auch für das Ansprechen nach 6 Monaten ermittelt, 
jedoch ohne eine Signifikanz für das PFS zu erreichen. Die multivariate Cox-
Regressionsanalyse identifizierte das Ansprechen nach 9 Monaten als unabhängigen 
prognostischen Marker für das OS (HR 0,038; 95 %-CI 0,005-0,299; p = 0,002). 
 
4.2.4.5 Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das progressions-
freie- und Gesamtüberleben 
Das multivariate Cox Proportional Hazard Model wurde für die Analyse des PFS und OS von 
metastasierten NZK-Patienten, die eine Sunitinib-Behandlung erhielten, erstellt. Klinisch-
pathologische Parameter wie pT, G und M/N, die den Primärtumor charakterisieren, wurden 
in das Basismodell eingeschlossen. Im nächsten Schritt wurden die IHC-Marker und die 
Ansprech-Variablen einzeln in dieses Basismodell integriert, um sie als potenziell 
unabhängige prognostische Parameter zu validieren. Marker wie der HIF-1α-Score (HR 
0,456; 95 %-CI 0,227-0,916; p = 0,027), die VEGFR3-Gefäßfärbung (HR 0,396; 95 %-CI 
0,163-0,964; p = 0,041), das Ansprechen nach 6 Monaten (HR 0,175; 95 %-CI 0,054-0,570; 
p = 0,004), nach 9 Monaten (HR 0,020; 95 %-CI 0,002-0,162; p < 0,001) und nach dem 
letzten Staging (HR 0,170; 95 %-CI 0,034-0,862; p = 0,032) gingen als signifikante 
Parameter für das PFS aus den Berechnungen hervor (Tab. 4.15). Potenzielle Marker wie der 
CA9-Score (HR 0,271; 95 %-CI 0,110-0,669; p = 0,005), die CA9-Intensität (HR 0,428; 
95 %-CI 0,184-0,992; p = 0,048) und die CA9-Membranfärbung (HR 0,356; 95 %-CI 
0,157-0,807; p = 0,013), die VEGFR3-Gefäßfärbung (HR 0,323; 95 %-CI 0,112-0,934; 
p = 0,037), der PDGFRα-Score (HR 3,375; 95 %-CI 1,414-8,056; p = 0,006), das Ansprechen 
nach 6 Monaten (HR 0,265; 95 %-CI 0,080-0,877; p = 0,030) und nach 9 Monaten (HR 
0,033; 95 %-CI 0,003-0,373; p = 0,006) wiesen signifikante Assoziationen mit dem OS (Tab. 
4.16) auf. 
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 Tab. 4.15: Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das PFS unter Sunitinib-Therapie1 
Faktor 
Model 1 
 
 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
HIF-1α-
Score 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR3-
Gefäß-
färbung 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
A. n. 6 
Monaten 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
A. n. 9 
Monaten 
 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
A. n. 
letztem 
Staging 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
pT 1,363 1,553 0,943 1,685 2,525 2,398 
 0,614-3,029 0,664-3,636 0,386-2,307 0,664-4,274 0,857-7,440 0,643-8,942 
 0,447 0,310 0,898 0,272 0,093 0,193 
G 1,329 1,036 1,101 1,040 0,248 0,072 
 0,653-2,705 0,486-2,206 0,470-2,193 0,461-2,349 0,064-0,960 0,008-0,626 
 0,432 0,927 0,969 0,925 0,044 0,017 
M/N 1,814 1,680 2,207 1,795 1,568 1,208 
 0,890-3,700 0,809-3,486 1,038-4,692 0,829-3,888 0,606-4,058 0,388-3,754 
 0,101 0,164 0,040 0,138 0,354 0,745 
HIF-1α-  0,456     
Score  0,227-0,916     
  0,027     
VEGFR3-   0,396    
Gefäß-   0,163-0,964    
färbung   0,041    
A. n. 6     0,175   
Monaten    0,054-0,570   
    0,004   
A. n. 9      0,020  
Monaten     0,002-0,162  
     < 0,001  
A. n.       0,170 
letztem      0,034-0,862 
Staging      0,032 
 1Tabelle enthält alle signifikanten Marker und Ansprechzeitpunkte (fett) 
 A. n. – Ansprechen nach 
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4.2.5 Polymorphismen und ihre Assoziation mit dem progressions-
freien und Gesamtüberleben 
4.2.5.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs 
Die Untersuchungen zur Bestimmung des Einflusses von SNPs auf das Ansprechen bei einer 
Sunitinib-Therapie erfolgten an 121 metastasierten NZK-Patienten, die in den Kliniken für 
Urologie Dresden, Jena und Homburg (Deutsches Netzwerk Nierenzelltumoren) behandelt 
worden sind. Eine OCD und NOCD wurde bei je 54 Patienten beobachtet, ein niedriges 
Fuhrman-Grading zeigten 60 Patienten und bei 43 weiteren wurde ein hoher Grad 
festgestellt. Von 104 Patienten mit erfassten Daten wiesen 61,5 % bei Primärdiagnose 
Lymphknoten- oder Fernmetastasen auf (Tab. 4.17). 
 
 Tab. 4.17: Charakteristik für Sunitinib-behandelte Patienten mit metastasiertem NZK für die SNP-Analyse 
Parameter Anzahl bzw. medianes Überleben 
Patientenzahl 121 
Alter bei Nephrektomie (in Jahren) 
 Median (IQR) 
 
59 (53,5-67) 
pT* (n = 108) 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
32 (29,6 %) 
22 (20,4 %) 
51 (47,2 %) 
3 (2,8 %) 
Fuhrman-Grad* (n = 103) 
 1 
 2 
 3 
 4 
 
6 (5,8 %) 
54 (52,4 %) 
36 (35,0 %) 
7 (6,8 %) 
primäre Lymphknoten- und Fernmetastasen* (n = 104) 
 ja (M1/N+) 
 nein (M0/N0) 
 
64 (61,5 %) 
40 (38,5 %) 
TNM-Stadium* (n = 105) 
 I 
 II 
 III 
 IV 
 
11 (10,5 %) 
12 (11,4 %) 
16 (15,2 %) 
66 (62,9 %) 
Nebenwirkungen* 
 Hand-Fuß-Syndrom (n = 99) 
  ja 
  nein 
 Hypertonie (n = 95) 
  ja 
  nein 
 
 
54 (54,5 %) 
45 (45,5 %) 
 
37 (38,9 %) 
58 (61,1 %) 
medianes Follow-Up (in Monaten) 
 alle Patienten (n = 121) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten mit Progress (n = 106) 
  Median (IQR) 
 PFS: Patienten ohne Progress (n = 11) 
  Median (IQR) 
 OS: verstorbene Patienten (n = 55) 
  Median (IQR) 
 OS: überlebende Patienten (n = 62) 
  Median (IQR) 
 
 
24,6 (10,5-41,6) 
 
11,6 (5,0-22,4) 
 
42 (24,7-61,0) 
 
21,3 (9,0-37,0) 
 
25,2 (15,0-48,3) 
 *Bei einigen Patienten fehlten Daten zu den klinisch-patholgischen Parametern bzw. den Nebenwirkungen. 
 
Daraus ergab sich für 23 Patienten ein niedriges und für 82 ein hohes TNM-Stadium. 
Während der Sunitinib-Therapie erlitten ca. 55 % der Patienten das HFS und bei 39 % trat 
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die Nebenwirkung HTN auf. Innerhalb der medianen Follow-Up-Zeit von 24,6 Monaten 
verstarben 46 % der Patienten (Tab. 4.17). 
 
4.2.5.2 Genotyp-Analyse 
SNPs stellen genau wie VHL-Gen-Alterationen oder veränderte Proteinlevel potenzielle 
Marker für das Ansprechen auf eine TKI-Therapie dar. Die Genotyp-Analyse wurde mittels 
einer TaqMan®-basierten PCR durchgeführt. Die untersuchten VEGFA-SNPs sind in den 5’- 
und 3’-untranslatierten Regionen (UTR) des Gens lokalisiert und die VEGFR1-SNPs stellen 
Intron-Varianten dar (vgl. Tab. 3.21). Dagegen liegen die SNPs in den Genen VEGFR2 und 
-3 im kodierenden Bereich und führen zu einem Austausch von Aminosäuren. Die 
Bestimmung der Allelhäufigkeiten erfolgte mit Hilfe der Endpunkt-Genotypisierung und 
ermöglichte die Trennung bzw. Zuordnung der Patienten entsprechend der 3 Phänotypen 
(WT-homozygot, heterozygot und Variante-homozygot) in die jeweilige Allelwolke 
(Abb. 4.9). Daraus resultierten Allelhäufigkeiten, die mit anderen Genotyp-Daten (dbSNP-
Datenbank (Q3)) von Menschen kaukasicher Abstammung vergleichbar sind (Tab. 4.18). Es 
wurden keine signifikanten Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht festgestellt, 
mit Ausnahme von VEGFR2-SNP +1191. Dafür betrug die beobachtete Häufigkeit der Allele 
TT, CT und CC vom VEGFR2-SNP +1191 6, 10 und 105 statt der erwarteten Häufigkeiten von 
1, 20 und 100. 
 
 
 
 Abb. 4.9: Auswertung der SNP-Analyse mittels Scatter-Plot. 
 Bei der Endpunkt-Genotypisierung wurden am Ende des PCR-Laufes die Fluoreszenzsignale der jeweils 
eingebauten Sonden detektiert, die Daten im Anschluss mit Hilfe der LightCycler-Software ausgewertet und in 
einem Scatter-Plot (rechts im Bild) als Allelwolken dargestellt. Die Übersicht über alle Proben auf der 96-Well-
Platte (oben) und die Messwerte (unten) sind im linken Teil der Abbildung zu erkennen. 
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 Tab. 4.18: Patientenzahl der Genotypen und Allelhäufigkeiten der ausgewählten SNPs  
SNP-ID1 Allele 
Anzahl der 
Patienten 
Allelhäufig-
keiten 
SNP-ID1 Allele 
Anzahl der 
Patienten 
Allelhäufig-
keiten 
VEGFA AA* 19 (16 %) A = 0,43 VEGFR1 AA 67 (56 %) A = 0,74 
-2578 AC 67 (55 %) C = 0,57 B AC 43 (36 %) C = 0,26 
rs699947 CC 35 (29 %)  rs9582036 CC* 10 (8 %)  
VEGFA AA 10 (8 %) A = 0,30 VEGFR2 CC* 105 (87 %) C = 0,91 
-1154 AG 52 (43 %) G = 0,70 +1191 CT 10 (8 %) T = 0,09 
rs1570360 GG* 59 (49 %)  rs2305948 TT 6 (5 %)  
VEGFA CC 17 (14 %) C = 0,37 VEGFR2 AA 6 (5 %) A = 0,25 
+405 CG 55 (45 %) G = 0,63 +1718 AT 47 (39 %) T = 0,75 
rs2010963 GG* 49 (41 %)  rs1870377 TT* 67 (56 %)  
VEGFA CC* 92 (76 %) C = 0,87 VEGFR3 CC 2 (2 %) C = 0,10 
+1816 CT 27 (22 %) T = 0,13 +1559 CT 19 (16 %) T = 0,90 
rs3025039 TT 2 (2 %)  rs307826 TT* 100 (82 %)  
VEGFR1 AA* 23 (19 %) A = 0,43 VEGFR3 AA 2 (2 %) A = 0,10 
A AC 57 (47 %) C = 0,57 +4050 AC 21 (17 %) C = 0,90 
rs9554320 CC 41 (34 %)  rs307821 CC* 98 (81 %)  
 1als SNP-ID dargestellt sind das betroffene Gen, die mRNA-Position und die offizielle SNP-Bezeichnung (rs-
Nummer) 
 *Wildtyp-Allele 
 
4.2.5.3 Klinische Bedeutung der Polymorphismen 
Basierend auf den verfügbaren Daten zum Ansprechen auf Sunitinib (n = 113) wurde eine 
Ansprechrate von 79 % nach drei Monaten, 63 % nach 6 Monaten, 55 % nach 9 Monaten und 
20 % nach dem letzten Staging (12-88 Monate) ermittelt (Daten nicht gezeigt). Signifikante 
Assoziationen zwischen den Allelgruppen der analysierten SNPs und der Ansprechrate bei 
den entsprechenden Beurteilungszeitpunkten wurden nicht identifiziert (Chi-Quadrat-Test, 
Daten nicht gezeigt). Der Chi-Quadrat-Test konnte ebenfalls keine signifikanten 
Assoziationen zwischen den SNPs und den klinisch-pathologischen Parametern bestimmen 
(Daten nicht gezeigt). In der Kaplan-Meier-Analyse wurde jedoch eine signifikante 
Assoziation der Varianten-Allele CC/AC des VEGFA-SNPs -2578 mit einem längeren PFS 
beobachtet (p = 0,017). Das mediane PFS für den AA-WT betrug 5 und 16 Monate für die 
CC/AC-Variante (Abb. 4.10). Des Weiteren ergab sich ein Trend für das Auftreten des WT-
Allels des VEGFA-SNPs +405 (p = 0,052) sowie des VEGFR3-SNPs +1559 (p = 0,096) in 
Zusammenhang mit einem kürzeren PFS. Patienten mit den AA/AC-Allelen des VEGFR1-
SNPs B zeigten ein signifikant verbessertes medianes OS (42 vs. 16 Monate, p = 0,002) im 
Vergleich zu Patienten mit dem CC-WT-Allel (Abb. 4.10). Gleichermaßen konnte ein 
signifikant längeres OS für den WT des VEGFR2-SNPs +1191 bestimmt werden (p = 0,029).  
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Abb. 4.10: Kaplan-Meier-Kurven für die 
SNPs in Abhängigkeit vom PFS und OS. 
Patienten mit den Varianten-Allelen der 
SNPs VEGFA +405 (A), -2578 (B) und 
VEGFR3 +1559 (C) zeigten ein längeres 
PFS im Vergleich zu denen mit der WT-
Ausprägung. Das OS der Variante des 
VEGFR1-SNPs B (D) war ebenfalls deutlich 
länger (p = 0,002) als bei Trägern des WT-
Allels. Dagegen war der WT des VEGFR2-
SNPs +1191 (E) mit einem längeren OS 
assoziiert. Die Gruppierung der Patienten 
erfolgte entsprechend der Allele in WT oder 
Variante. Der Log-Rank-Test wurde für die 
Berechnung der Unterschiede im 
Überleben verwendet. Die Tabelle unter 
jeder Kurve enthält die Anzahl der 
Patienten pro Gruppe mit den jeweiligen 
Ereignissen, das mediane PFS oder OS 
sowie das Ein- und Fünf-Jahres-PFS und 
-OS für den jeweiligen SNP. 
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Die univariate Cox-Regression bestätigte die Ergebnisse für das PFS und OS der Kaplan-
Meier-Analyse. Durch Adjustierung der SNPs auf die klinischen Parameter Fuhrman-
Grading und TNM-Stadium konnten im multivariaten Cox Proportional Hazard Model die 
VEGFA-SNPs -2578 (HR 0,565; CI-95 % 0,320-0,998; p = 0,049) und +405 (HR 0,597; 
CI-95 % 0.383-0.932; p = 0.023) als potenziell prädiktive Marker für das PFS bestimmt 
werden (Tab. 4.19).  
 
 Tab. 4.19: Multivariates Cox Proportional Hazard Model für das PFS und OS in Abhängigkeit von den 
klinischen Parametern Fuhrman-Grading, TNM-Stadium und ausgewählten SNPs1 
Überleben 
Faktor/ 
SNP 
Model 1 
 
 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFA 
-2578 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFA 
+405 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR1 B 
 
 (HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
Model 1+ 
VEGFR2 
+1191 
(HR 
95 %-CI 
p-Wert) 
PFS G 1,125 1,126 1,173   
  0,721-1,754 0,721-1,759 0,748-1,840   
  0,603 0,602 0,486   
 TNM 1,737 1,856 1,940   
  0,955-3,160 1,010-3,413 1,048-3,588   
  0,071 0,047 0,035   
 VEGFA   0,565    
 -2578  0,320-0,998    
   0,049    
 VEGFA   0,597   
 +405   0,383-0,932   
    0,023   
OS G 1,485 1,415  1,452 1,590 
  0,822-2,682 0,777-2,578  0,811-2,600 0,873-2,896 
 
 0,190 0,256 
 
0,210 0,129 
 TNM 1,797 2,108  2,195 1,873 
  0,736-4,383 0,840-5,292  0,894-5,391 0,763-4,595 
  0,198 0,112  0,086 0,171 
 VEGFA  0,450    
 -2578  0,225-0,903    
   0,025    
 VEGFR1 B    0,234  
     0,093-0,588  
     0,002  
 VEGFR2     2,444 
 +1191     1,157-5,163 
      0,019 
 1Tabelle enthält die Werte der klinischen Parameter Fuhrman-Grading und TNM für alle signifikanten SNPs, 
Signifikanzen sind fett dargestellt 
 
  Ergebnisse 
 83 
Signifikante Assoziationen zwischen dem OS und den SNPs VEGFA -2578 (HR 0,450; 
CI-95 % 0,225-0,903; p = 0,025), VEGFR1 B (HR 0,234; CI-95 % 0,093-0,588; p = 0,02) 
und VEGFR2 +1191 (HR 2,444; CI-95 % 1,157-5,163; p = 0,019) wurden ebenfalls mit dem 
Cox Proportional Hazard Model ermittelt (Tab. 4.19). Die Ergebnisse der logistischen 
Regression deuten darauf hin, dass Patienten mit den Varianten-Allelen des VEGFA-SNPs-
2578 ein signifikant erhöhtes Risiko für das Auftreten vom HFS haben (OR 3,981; 
p = 0,017). HTN trat ebenfalls signifikant häufiger bei Trägern des VEGFR2-SNPs +1191 
CT/TT-Genotyps auf (OR 4,277; p = 0,044). 
 
4.2.5.4 Haplotype-Analyse 
Die Haplotype-Analyse der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SNPs diente der 
Bestimmung des Linkage Disequilibriums (LD), welches ein Maß für die nicht zufällige 
Assoziation von Allelen auf einem Chromosom angibt. Ein starkes LD wurde zwischen den 
VEGFA-SNPs -2578 und -1154 (D’ = 0,94), -2578 und +405 (D’ = 1,00) sowie -1154 und 
+405 (D’ = 1,00) beobachtet (Abb. 4.11 A).  
 
 
 
Abb. 4.11: LD-Plots der analysierten SNPs und Gesamtüberleben der VEGFA-SNP-Kombination.  
Die Darstellung der LD-Plots zeigt nicht zufällige Assoziationen der SNPs in den Genen VEGFA, VEGFR1, 
VEGFR2 und VEGFR3 (A). Die Nummern in den Quadraten repräsentieren den D’-Wert, der die Stärke des LDs 
angibt. Leere Quadrate besitzen einen D’ von 1,0. Ein starkes LD zwischen den SNPs eines Genes wird durch rote 
Quadrate und ein schwaches LD durch weiße Quadrate symbolisiert. Zwischen den VEGFA-SNPs -2578, -1154 
und +405, den VEGFR1-SNPs A und B sowie den VEGFR3-SNPs +4050 und +1559 wurden starke LDs 
beobachtet. Kategorisierte man die Patienten in Gruppen mit den drei Varianten der VEGFA-SNPs -2578 
(AC/CC), -1154 (AA/AG) und +405 (CC/CG) oder allen anderen WT/Varianten-Kombinationen (z. B. 
WT/WT/WT, WT/WT/Variante oder WT/Variante/Variante), wurde in der Kaplan-Meier-Analyse ein 
signifikant längeres OS für Patienten mit den drei Varianten-Allelen ermittelt (B). 
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Darüber hinaus befanden sich die SNPs der Gene VEGFR1 (D’ = 1,00) und VEGFR3 
(D’ = 0,90) jeweils in einem starken LD zueinander (Abb. 4.11 A). Im Gegensatz dazu 
schienen die Allele der SNPs VEGFA +1816, VEGFR2 +1718 und +1191 zufällig mit anderen 
Allelen auf den jeweiligen Loci assoziiert zu sein. Untersucht man den kombinatorischen 
Einfluss der VEGFA-SNPs mit starkem LD zueinander in Bezug auf das OS, wurde bei 
Patienten mit den Varianten-Allelen der VEGFA-SNPs (AC/CC von -2578, AA/AG von -1154 
und CC/CG von +405 ) im Vergleich zu allen anderen Allel-Kombinationen ein signifikant 
verlängertes OS nachgewiesen (Abb. 4.11 B).  
 
4.3 Funktionelle Analysen an Sunitinib-resistenten Zellen 
4.3.1 Proliferationsunterschiede der Nierenkarzinomzelllinien 
Um das Auftreten der Resistenz gegenüber Sunitinib funktionell untersuchen zu können, 
wurden Zelllinienmodelle genutzt, die kontinuierlich mit Sunitinib behandelt wurden. Diese 
Untersuchungen an Sunitinib-resistenten Zellen wurden im Rahmen einer Kooperation mit 
der Universitätsklinik Frankfurt durchgeführt. Mit einer etablierten Methode wurden die 
Zelllinien dort durch Frau Dr. Jüngel kultiviert, mit Sunitinib behandelt, die IC50-Werte 
bestimmt und in Gemeinschaftsarbeit für die weiteren Analysen vorbereitet. 
Proliferationsunterschiede von Zellen unter Inhibitor-Behandlung lassen sich mit Hilfe des 
IC50-Wertes und der Spannweite bestimmen. Der IC50-Wert wird als mittlere inhibitorische 
Konzentration eines Inhibitors bezeichnet, bei der eine halbmaximale-Hemmung beobachtet 
wird. In diesem Fall war die Hemmung die Reduktion der Zellviabilität auf 50 %. Zusätzlich 
zum IC50-Wert wird häufig die Spannweite der Hemmung angegeben, die den Bereich von 
der minimalen bis zur maximalen Hemmung angibt. Wie aus der Tabelle 4.20 hervorgeht, 
waren die IC50-Werte für die Sunitinib-resistenten NZK-Zelllinien A498 und Caki-1 kleiner 
als bei den jeweiligen sensitiven Zellen. Das würde bedeuten, dass die sensitiven Zellen 
resistenter wären, als die zuvor 10 Wochen mit Sunitinib behandelten Zellen. Ein nahezu 
identischer aber verschobener Kurvenverlauf der Hemmung für die zu vergleichenden Zellen 
spiegelt diesen Effekt wider (Abb. 4.12).  
 
 Tab. 4.20: Effekt der Resistenzentstehung durch die Sunitinib-Behandlung von Nierenkarzinomzelllinien1 
Parameter 
A498 Caki-1 KTCTL-26 
sensitive 
Zellen 
Sunitinib-
resistente 
Zellen 
sensitive 
Zellen 
Sunitinib- 
resistente 
Zellen 
sensitive 
Zellen 
Sunitinib-
resistente 
Zellen 
IC50-Wert (in µM) 3,245 2,987 4,196 2,412 3,446 4,799 
Spannweite (in %) 77,04 47,18 53,29 20,17 74,06 68,23 
 1sensitive Zellen sind vorab unbehandelte NZK-Zelllinien 
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Die Spannweite zeigte jedoch, dass innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs die 
Proliferation der sensitiven A498-Zellen durch Sunitinib um ca. 77 % gehemmt wurde 
(Tab. 4.20). Im Vergleich dazu wurden nur ca. 47 % der schon vorab behandelten resistenten 
Zellen durch Sunitinib in ihrer Viabilität gestört. Analoge Ergebnisse wurden für Caki-1-
Zellen beobachtet, denn trotz größerem IC50-Wert schienen wesentlich mehr sensitive Zellen 
gehemmt (Spannweite = 53,29 %) und damit anfälliger gegenüber der Sunitinib-Behandlung 
zu sein, als die vorab behandelten resistenten Zellen (Spannweite = 20,17 %). Die Messung 
der Viabilitätsunterschiede für die resistenten KTCTL-26-Zellen ergab, verglichen mit den 
sensitiven Zellen, einen höheren IC50-Wert, d. h. diese Zellen konnten aufgrund ihrer 
Resistenz höhere Sunitinib-Konzentrationen kompensieren bevor auch 50 % von ihnen eine 
Hemmung aufwiesen. Die Kurven in Abb. 4.12 verdeutlichen den Effekt der 
Proliferationshemmung durch Sunitinib und die vorhandene Resistenz der A498-, Caki-1- 
und KTCTL-26-Zellen, die zuvor 10 Wochen einer Sunitinib-Behandlung ausgesetzt worden 
waren. 
 
 
 
Abb. 4.12: IC50-Kurven der Nierenkarzinom-
zelllinien. 
Unter Zuhilfenahme der Viabilität in 
Abhängigkeit von den verwendeten Sunitinib-
Konzentrationen des MTT-Tests konnte der 
Verlauf der Hemmung der NZK-Zelllinien A498 
(A), Caki-1 (B) und KTCTL-26 (C) sowie die 
Unterschiede zwischen den sensitiven und den 
Sunitinib-resistenten Zellen mittels IC50-Kurven 
gezeigt werden. Für die Kurvenanpassung wurde 
dabei eine nicht lineare Regression verwendet. 
Bei allen drei NZK-Zelllinien wurden die 
sensitiven Zellen durch steigende Sunitinib-
Konzentrationen stärker in der Proliferation 
gehemmt als die zuvor mit Sunitinib behandelten 
resistenten Zellen. 
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4.3.2 Auswirkungen der Resistenz auf Proteinniveaus der Marker 
Um den Einfluss der Resistenzentwicklung gegenüber Sunitinib auf die Proteinlevel 
ausgewählter Marker zu überprüfen, wurden nach der Proteinextraktion und -bestimmung 
der Lysate von sensitiven und resistenten A498-, Caki-1- und KTCTL-26-Zelllinien Western 
Blot-Analysen durchgeführt. Für diese Untersuchungen wurden die Proteinmarker HIF-1α, 
pAkt und Akt ausgewählt, weil ihre Überexpression vermutlich zur Entstehung der 
erworbenen Resistenz beiträgt. Außerdem waren HIF-1α und pAkt in den Analysen zum 
Prognose- und Therapiemodell beim metastasierten NZK signifikant mit dem Ansprechen 
auf die Sunitinib-Therapie assoziiert (vgl. Tab. 4.12).  
 
 
 
Bei den Sunitinib-resistenten A498- und Caki-1-Zellen (R) war verglichen mit den sensitiven 
Zellen (S) für pAkt ein Anstieg des Proteinniveaus zu verzeichnen. (Abb. 4.13). Die 
Proteinbanden von HIF-1α und Akt ließen keine Unterschiede im Proteinlevel zwischen 
resistenten und sensitiven Zellen erkennnen. Die densitometrische Auswertung zweier 
Versuche hat den Anstieg des pAkt-Levels bei den resistenten A489- und Caki-1-Zellen 
bestätigt (Abb. 4.14). Außerdem war das Proteinlevel von Akt bei den resistenten A498- und 
KTCTL-26-Zellen leicht erhöht und HIF-1α wies bei den drei resistenten NZK-Zelllinien ein 
reduziertes Proteinniveau auf. 
 
Abb. 4.13: Proteinniveaus 
ausgewählter Marker in 
Sunitinib-resistenten NZK-
Zellen. 
Repräsentative Ergebnisse von 
Western Blot-Analysen zum 
Proteinnachweis von HIF-1α, 
pAkt und Akt in den resistenten 
(R) NZK-Zelllinien A498, Caki-
1 und KTCTL-26, die im 
Vergleich zu den sensitiven 
Zellen (S) 10 Wochen mit einer 
Konzentration von 1 µM 
Sunitinib behandelt wurden. 
Als Referenzprotein diente β-
Aktin. 
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Abb. 4.14: Relative Proteinniveaus von HIF-1α, Akt und pAkt in Sunitinib-resistenten NZK-Zelllinien. 
Relative Proteinniveaus der Targets in resistenten NZK-Zellen, die über 10 Wochen mit einer 
Sunitinibkonzentration von 1 µM behandelt wurden. Die densitometrisch bestimmten Werte für die 
Targetproteine wurden auf das Referenzprotein ß-Aktin normiert und sind relativ zu den sensitiven Zellen 
(100 %) dargestellt. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung. 
 
4.3.3 Immunzytochemische Färbung ausgewählter Marker 
Zu den ausgewählten Markern, die immunzytochemisch an drei NZK-Zelllinien gefärbt 
wurden, gehören HIF-1α, CA9, (p)VEGFR1/-2, pAkt und Ki67. Für diese Proteine wurden in 
den Analysen zum Prognose- und Therapiemodell zum metastasierten NZK signifikante 
Assoziationen mit dem Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie festgestellt (vgl. Tab. 4.12). 
Die immunzytochemische Färbung der auf CultureSlides kultivierten resistenten und 
sensitiven A498-, Caki-1- und KTCTL-26-Zellen mit den genannten Markern erbrachte 
jedoch keine nennenswerten Unterschiede zwischen den sensitiven und den zuvor mit 
Sunitinib behandelten resistenten Zellen. In der Abb. 4.15 ist die exemplarische Färbung von 
HIF-1α dargestellt. 
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Abb. 4.15: Immunzytochemische Färbung von HIF-1α an sensitiven und resistenten NZK-Zelllinien. 
Repräsentative Färbung von HIF-1α an Sunitinib-resistenten und sensitiven A498-, Caki-1- und KTCTL-26-
Zellen. Der Maßstabsbalken in der linken oberen Ecke der Bilder entspricht 50 µm. 
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5. Diskussion 
5.1  Assoziationen von molekularen Markern mit klinisch-
pathologischen Parametern und dem Überleben beim lokal 
begrenzten Nierenzellkarzinom  
Für das lokal begrenzte NZK existieren bereits eine Viehlzahl von postoperativen 
Prognosemodellen (vgl. Kapitel 1.1.3), die sich auf verschiedendste klinische Parameter 
beziehen (Sun et al. 2011). Das UISS wird z. B. zur Vorhersage für das Überleben von NZK-
Patienten nach Nephrektomie verwendet und bezieht sich auf das Fuhrman-Grading, das 
TNM-Stadium und den ECOG-PS (Zisman et al. 2001). Ein weiteres, oft angewendetes und 
mehrfach validiertes Modell ist der SSIGN-Score, welcher das Tumorstadium, die 
Tumorgröße, den Tumorgrad und die Nekrose berücksichtigt und signifikant mit dem 
tumorspezifischen Überleben assoziiert ist (Frank et al. 2002). Dennoch sind diese 
Prognosemodelle nicht akkurat genug und die Suche nach Markern, die die 
Prognosevorhersage der Patienten verbessern können, wird ständig fortgesetzt. Erste 
Studien haben Assoziationen zwischen molekularen Markern (z. B. VHL, CA9, VEGFA, pAkt, 
und SVV) und den klinischen Parametern des SSIGN-Modells sowie der metastatischen 
Progression beim NZK beobachtet (Sun et al. 2011).  
Wie bereits erläutert, hängen die Prognoseaussichten von Patienten mit einem lokal 
begrenzten NZK sehr stark vom Auftreten von Metastasen ab. Oftmals werden Metastasen 
zuerst in den Lymphknoten diagnostiziert und verschlechtern daraufhin die Prognose 
extrem. Kroeger et al. (2012) untersuchten den Einfluss klinischer und molekularer 
Faktoren auf den Lymphknotenbefall durch Metastasen (Tab. 5.1). Identifiziert wurden 
dabei signifikante Assoziationen mit dem Rauchen, dem Tumorstadium, dem Fuhrman-
Grad, dem ECOG-PS und der mikrovaskulären Invasion. Zusätzlich wurden die 
Proteinmengen von Markern des HIF- und mTOR-Signalwegs zwischen lokal begrenzten 
NZK und NZK mit Lymphknotenbefall verglichen. Nach Adjustierung auf die signifikanten 
klinischen Paramter war in der logistischen Regression ein niedriges CA9- und ein hohes 
VEGFR2-Proteinniveau mit einem erhöhten Risiko und der Verlust des 3p-Chromosoms mit 
einem niedrigen Risiko für das Auftreten von Lymphknotenmetastasen assoziiert (Kroeger 
et al. 2012).  
In der Arbeit von Parker et al. (2009) wurde ein auf den Markern B7-H1 (human B7 
homolog 1, auch programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) genannt), Ki67 und SVV 
basierender BioScore generiert, der das TSS vorhersagen kann. Demnach hatten Patienten 
mit einem erhöhten BioScore eine 5-fach erhöhte Wahrscheinlichkeit, tumorbedingt zu 
versterben, als Patienten mit einem niedrigen BioScore (HR 5,03; 95 %-CI 3,82-6,61; 
p < 0,001) (Parker et al. 2009). Vorhersagemodelle dieser Art könnten die 
Prognosevorhersage von Patienten mit lokal begrenztem NZK erheblich verbessern. 
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Außerdem ermöglichen diese Modelle die Selektion von Patienten mit einer schlechten 
Prognose, bei denen durch häufige Kontrolluntersuchungen das Auftreten von Metastasen 
frühzeitig erkannt und behandelt werden könnte. Jedoch findet in der klinischen Praxis 
aufgrund fehlender Genauigkeit bisher kein Modell bzw. keiner der genannten molekularen 
Marker Anwendung. Stattdessen wird die Suche nach neuen und besseren Markern 
fortgesetzt (Sun et al. 2011).  
Um den Stellenwert der in dieser Arbeit untersuchten molekularen Marker für die 
Prognoseabschätzung ausgehend vom Primärtumor der NZK-Patienten zu bestimmen, 
wurden sowohl die mRNA-Expressionsniveaus als auch die Proteinlevel der entsprechenden 
Marker und deren Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern ermittelt. 
Signifikante Ergebnisse wurden dabei für die molekularen Marker HIF-1α und -2α, VEGFR1, 
-2 und -3, pVEGFR1 und -2, sVEGFR1, (p)PDGFRα und -β, CD31, CD34, pAkt, Ki67 und 
SVV mit dem pT-Stadium, dem Fuhrman-Grading, dem kombinierten M/N-Status und dem 
TNM-Stadium festgestellt. Das TNM-Stadium und das Fuhrman-Grading wurden 
entsprechend den EAU-Guidelines (2013) in das Prognosemodell für das lokal begrenzte 
NZK eingeschlossen. Daher stellten die klinisch-pathologischen Parameter für die 
vorgenommenen Untersuchungen exellente Vergleichsfaktoren dar.  
Noch wichtiger als die Assoziationen von Markern in Bezug zu klinisch-pathologischen 
Parametern sind Zusammenhänge derer mit dem Überleben der NZK-Patienten. Bisherige 
Untersuchungen identifizierten eine ganze Reihe von Markern, die mit dem PFS, TSS oder 
OS assoziiert waren (Sun et al. 2011). Dazu zählen u. a. das C-reaktive Protein, VHL, HIF-1α, 
VEGFA, CA9, pS6K (ribosomal protein S6 kinase), PTEN (phosphatase and tensin 
homolog), pAkt, p53, Ki67 und SVV.  
In der vorliegenden Arbeit wurden beim lokal begrenzten NZK u. a. die Marker HIF-2α, 
VEGFR3 und sVEGFR1 auf ihre prognostische Relevanz hin untersucht, weil sie in der 
Literatur im Zusammenhang mit dem Therapieansprechen auf eine TKI-Therapie beim 
metastasierten NZK Assoziationen mit dem Überleben aufwiesen (Garcia-Donas et al. 2013; 
Garcia et al. 2014; Harmon et al. 2014). So konnten signifikante Assoziationen zwischen 
einem erhöhten HIF-1α-Proteinniveau und einem niedrigen Fuhrman-Grading 
nachgewiesen werden. Eine andere Arbeit beschreibt dagegen eine Assoziationen zwischen 
dem Proteinlevel von HIF-1α und dem pT-Stadium, lässt dabei aber die Richtung der 
Assoziation unberücksichtig (Schultz et al. 2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
zeigten in Übereinstimmung mit der Literatur Assoziationen zwischen der HIF-2α-mRNA-
Expression und den klinisch-pathologischen Parametern Fuhrman-Grading sowie TNM-
Stadium (Sandlund et al. 2009; Kroeger et al. 2014).  
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 Tab. 5.1: Übersicht der verwendeten Literatur zu den untersuchten molekularen Markern hinsichtlich 
potenzieller Assoziationen zu klinisch-pathologischen Parametern, Prognose und Überleben von Patienten mit 
lokal begrenztem NZK1 
Marker 
Erst-
autor, 
Jahr 
Anzahl
Patien-
ten 
Material Literatur-Ergebnisse 
Ergebnisse der 
vorliegenden 
Arbeit  
(85 Patienten) 
Chromosom 
3p-Verlust 
Kroeger, 
2012 
 272 FFPE-
Tumorgewebe 
3p-Verlust mit niedrigem 
Risiko für das Auftreten von 
Lymphknotenmetastasen 
assoziiert 
- 
HIF-1α Schultz, 
2011 
 135 FFPE-
Tumorgewebe  
HIF-1α-Level mit pT-
Stadium und TSS assoziiert 
 
hohes HIF-1α-Level 
mit niedrigem 
Fuhrman-Grad 
assoziiert 
HIF-2α Sandlund, 
2009 
 168 kryo-
konserviertes 
Tumorgewebe 
höhere HIF-2α-mRNA-
Expression mit niedrigem 
Fuhrman-Grading und TNM 
assoziiert 
höhere HIF-2α-
mRNA-Expression 
mit niedrigem pT, 
Fuhrman-Grading 
und TNM assoziiert 
HIF-2α Kroeger, 
2014 
 308 FFPE-
Tumorgewebe 
nukleäre und zytoplas-
matische Proteinlevel von 
HIF-2α mit Fuhrman-Grad 
assoziiert, kürzeres TSS bei 
Patienten mit erhöhtem 
zytoplasmatischen HIF-2α-
Level 
keine Assoziationen 
mit nukleären und 
zytoplasmatische 
HIF-2α Protein-
level, längeres PFS, 
TSS und OS für 
Patienten mit 
erhöhter HIF-2α-
Expression 
HIF-2α Biswas, 
2012 
 168 FFPE-
Tumorgewebe 
geringes HIF-2α-Protein-
niveau mit verbessertem TSS 
assoziiert 
" 
VEGFR3 Lam, 2005  340 FFPE-
Tumorgewebe 
niedriges endotheliales 
VEGFR3-Proteinniveau mit 
Lymphknotenbefall und 
kürzerem PFS assoziiert 
niedrige VEGFR3-
Expression mit 
kürzerem PFS, TSS 
und OS assoziiert 
CA9, 
VEGFR2 
Kroeger, 
2012 
 196 FFPE-
Tumorgewebe 
niedrige CA9- und hohe 
VEGFR2-Proteinlevel mit 
erhöhtem Risiko für das 
Auftreten von Lymph-
knotenmetastasen assoziiert 
hohes VEGFR2-
Level mit Fern-
metastasierung 
(M1/N+) assoziiert, 
keine Assoziationen 
für CA9 
CD34 Pablo, 2012  17 FFPE-
Tumorgewebe 
hohe CD34-MVD mit 
niedrigem Fuhrman-Grad 
assoziiert 
hohe CD34-MVD 
mit niedrigem 
Fuhrman-Grad 
assoziiert 
CD34 Yilmazer, 
2007 
 50 FFPE-
Tumorgewebe  
hohe CD34-MVD mit hohem 
pT-Stadium assoziiert 
keine Assoziation 
für CD34-MVD und 
pT-STadium  
pAkt Horiguchi, 
2003 
 48 FFPE-
Tumorgewebe 
erhöhtes pAkt-Level mit 
Fuhrman-Grad und 
Fernmetastasierung 
assoziiert 
erhöhtes pAkt-Level 
mit Fernmetasta-
sierung (M1/N+) 
assoziiert 
pAkt, PTEN, 
pS6K 
Pantuck, 
2007 
 375 FFPE-
Tumorgewebe 
pAkt, PTEN und pS6K als 
unabhängige prognostische 
Marker für das TSS 
identifiziert 
keine Assoziation 
von pAkt mit dem 
Überleben 
SVV Byun, 2007  85 FFPE-
Tumorgewebe  
hohes SVV-Level mit hohem 
pT-Stadium und Fuhrman-
Grading assoziiert 
hohe SVV-Level mit 
Fernmetastasierung 
(M1/N+) assoziiert 
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Marker 
Erst-
autor, 
Jahr 
Anzahl
Patien-
ten 
Material Literatur-Ergebnisse 
Ergebnisse der 
vorliegenden 
Arbeit  
(85 Patienten) 
Ki67 Bui, 2004  224 FFPE-
Tumorgewebe  
hohe Ki67-Level mit hohem 
pT-Stadium, Fuhman-
Grading und M/N-Status 
assoziiert 
hohe Ki67-Level mit 
hohem TNM-
Stadium assoziiert 
B7-H1, Ki67, 
SVV 
Parker, 
2009 
 634 FFPE-
Tumorgewebe 
niedriger BioScore der 
Marker mit längerem TSS 
assoziiert 
- 
 1genannt sind nur Marker, auf die in dieser Arbeit Bezug genommen wurde 
 
Mit der durchgeführten Kaplan-Meier-Analyse und der univariaten Cox-Regression konnten 
signifikante Assoziationen zwischen einer erhöhten Expression von HIF-2α, VEGFR3 und 
sVEGFR1 mit längerem PFS, TSS und OS der Patienten mit einem lokal begrenzten NZK 
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.1 und Tab. 4.4). HIF-2α erreichte auch im multivariaten 
Cox Proportional Hazard Model zusammen mit dem Fuhrman-Grad und TNM-Stadium für 
das PFS und OS eine Signifikanz und offenbarte dadurch seine Bedeutung als potenzieller 
prognostischer Marker für das Überleben (vgl. Tab. 4.5 und Tab. 4.7).  
In der Studie von Biswas et al. (2012) wurde im Gegensatz dazu eine Assoziation zwischen 
einer niedrigen HIF-1α/HIF-2α-Proteinratio und einem verbesserten TSS gezeigt. Die 
Autoren gingen davon aus, dass HIF-2α eine tumorsuppressive Funktion ausübt und mit 
HIF-1α um die Regulation von Tumorwachstum und Metastasierung konkurriert (Biswas et 
al. 2012).  
Möglicherweise hat auch die HIF-2α-Lokalisation in der Tumorzelle einen entscheidenden 
Einfluss auf das Überleben der Patienten. Diese Vermutung wird durch Ergebnisse von 
Kroeger et al. (2014) unterstützt, die ein signifikant kürzeres TSS für Patienten mit einem 
erhöhten zytoplasmatischen HIF-2α-Level im Tumor belegten (p < 0,0001). Außerdem war 
ein längeres TSS mit einem hohen nukleären HIF-2α-Proteinniveau assoziiert (Kroeger et al. 
2014). Im Rahmen unserer mRNA-Expressionsanalysen waren keine Rückschlüsse auf die 
intrazelluläre Lokalisation des HIF-2α und seine Bedeutung für die Prognose möglich. 
Mittels der IHC an den Primärtumoren der metastasierten NZK-Patienten konnte jedoch 
sowohl eine zytoplasmatische, als auch eine nukleäre HIF-2α-Lokalisation beobachtet 
werden, die aber nicht mit dem Überleben der Patienten assoziiert war.  
Bisher ging man davon aus, dass HIF-2α hauptsächlich im Zellkern der Zelle als 
Transkriptionsfaktor fungiert. Eine Ursache für die unterschiedliche Lokalisation und die 
Auswirkungen auf das TSS könnte die Beteiligung von HIF-2α am Proteininitiationskomplex 
bei Sauerstoffmangel sein (Uniacke et al. 2012). Dadurch ist auch unter 
Hypoxiebedingungen die Proteinsynthese im Zytoplasma gesichert, die sonst durch eine 
mTOR-vermittelte Komplexbildung des eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) 
mit dem eukaryotic initiation factor 4E binding protein-1 (4E-BP1) unterdrückt werden 
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würde (Koritzinsky et al. 2006). Die Inhibition des energieaufwendigen Prozesses der 
Proteinsynthese scheint eine aktive Antwort der Zelle auf einen möglichen Energieverlust 
unter Hypoxiebedingungen zu sein. Eine HIF-2α-induzierte Proteintranslation im 
Zytoplasma der Tumorzellen würde die verstärkte Synthese von Wachstumsfaktoren und die 
daraus resultierende Tumorprogression erklären (Kroeger et al. 2014). Diese Daten deuten 
darauf hin, dass HIF-2α als potenzieller prognostischer Faktor auch ein interessantes Target 
für die Therapie des NZK darstellen könnte. 
Bisher wurden für die Marker VEGFR3 und sVEGFR1 bezüglich ihrer Assoziationen mit 
klinisch-pathologischen Parametern und der prognostischen Bedeutung beim lokal 
begrenzten NZK nur sehr wenige Daten publiziert. Mit der Überlebensanalyse wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Expression 
der VEGFR3-mRNA und längerem Überleben ermittelt. In der Arbeit von Lam et al. (2005) 
wurde ebenfalls ein niedriges endotheliales Proteinniveau von VEGFR3 als unabhängiger 
Prädiktor für ein kürzeres PFS postuliert. Bei anderen Tumorerkrankungen, wie z. B. dem 
Magenkarzinom, ist dagegen eine positive Immunfärbung von VEGFR3 als prognostischer 
Marker für ein kürzeres PFS identifiziert worden (Jüttner et al. 2006).  
In Analogie zu unseren Daten waren erhöhte sVEGFR1-Level bei Brust- und Pankreaskrebs, 
Leukämie sowie bei kolorektalen Tumoren mit einer verbesserten Prognose assoziiert (Toi et 
al. 2002; Daar 2012). In einer Phase II-Studie zur anti-VEGF-Therapie mit Ramucirumab 
beim metastasierten NZK wurden schwache Assoziationen zwischen erhöhten sVEGFR1-
Plasmaleveln und einem kürzeren PFS und OS beobachtet (Garcia et al. 2014).  
Die in dieser Arbeit beobachtete Assoziation zwischen CD34 und dem Fuhrman-Grading 
bestätigt Hinweise, nach denen eine hohe CD34-MVD mit einem niedrigen Fuhrman-Grad 
einhergeht (Pablo et al. 2012). Außerdem wurden von Yilmazer et al. (2007) signifikante 
Korrelationen zwischen CD34 und dem pT-Status ermittelt. Letztere konnte im Rahmen 
dieser Arbeit nicht bestätigt werden.  
Der mTOR-Signalweg, repräsentiert durch pAkt, PTEN und pS6K, scheint einen 
entscheidenden Einfluss auf das Überleben von NZK-Patienten zu haben. Diese drei Marker 
wurden in der multivariaten Cox-Analyse als unabhängige prognostische Faktoren für das 
TSS identifiziert (Pantuck et al. 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten 
keine Assoziationen zwischen der pAkt-Immunfärbung und dem Überleben bestätigen. 
Jedoch war eine Aktivierung des mTOR-Signalwegs im NZK, gemessen am pAkt-Level, bei 
den untersuchten Patienten signifikant mit dem Auftreten primärer Lymphknoten- 
und/oder Fernmetastasen assoziiert. In Analogie zu unseren Daten konnten Horiguchi et al. 
(2003) Assoziationen zwischen einer erhöhten pAkt-Immunfärbung und dem Metastasen-
Status aufzeigen. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen beschrieben Horiguchi et al. 
zusätzlich eine Assoziation mit dem Fuhrman-Grad. 
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Das Apoptose-hemmende Protein SVV wurde in primär-metastasierten NZK der für diese 
Arbeit untersuchten Kohorte in höheren Mengen beobachtet als bei Patienten ohne 
Fernmetastasen. Byun et al. (2007) dokumentierten Assoziationen zwischen erhöhten SVV-
Mengen und einem hohen pT-Stadium sowie einem hohen Fuhrman-Grad. Ausgehend von 
diesen Resultaten ist eine Tendenz zwischen erhöhten SVV-Leveln und den ungünstigeren 
Kategorien der klinisch-pathologischen Parameter verbunden mit einer schlechteren 
Prognose beim NZK erkennbar. 
Weiterhin wurden durch Bui et al. (2004) signifikante Assoziationen von erhöhten Leveln 
des Prognosemarkers Ki67 mit einem hohen pT-Stadium, Fuhrman-Grading sowie 
Lymphknoten- und Metastasenstatus dargestellt. Ebenso wies ein erhöhtes Ki67-Level 
signifikante Assoziationen mit einem hohen TNM-Stadium der in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten NZK auf. Um die hier genannten Biomarker für eine genaue Prognose-
abschätzung beim lokal begrenzten NZK anwenden zu können, müssen jedoch noch 
Validierungen oder prospektive klinische Studien durchgeführt werden.  
In einer aktuellen systematischen Bewertung wurden zahlreiche, bisher als prognostisch 
relevant beschriebene Biomarker, wie z. B. somatische Mutationen in den Genen VHL, 
PBRM1 (polybromo 1), BAP1 (BRCA1 associated protein-1), SETD1 (SET domain containing 
2) und p53, Amplifikation der Chromosomen 8q, 12, 20q11.21q13.32, 20 sowie Deletionen in 
4p, 9p, 9p21.3p24.1 und 22q als auch geringe Genexpression von CD31, EDNRB (endothelin 
receptor type B) und TSPAN7 (Tetraspanin 7), an einer unabhängigen Kohorte von NZK-
Patienten validiert. Dabei stellte sich heraus, dass nur die so genannte ccB-Signatur als 
unabhängiger Marker für eine schlechte Prognose bestätigt werden konnte (Gulati et al. 
2014). Diese ccB-Signatur ist ein zuvor durch Cluster-Analysen erstelltes Klassifikations-
modell für klarzellige NZK, welches die Unterscheidung der Prognose zur ccA-Signatur 
anhand der Expression von FLT1, FZD1 (frizzled class receptor 1), GIPC2 (GIPC PDZ 
domain containing family, member 2), MAP7 (microtubule-associated protein 7) und 
NPR3 (natriuretic peptide receptor 3) ermöglicht (Brannon et al. 2010). 
Gemeinsam mit den Daten aus der Literatur zeigen unsere Ergebnisse, dass Markeranalysen 
und -validierungen für die Verbesserung der Prognosevorhersage und Therapie von NZK-
Patienten eine wichtige Rolle spielen und fortgesetzt werden müssen. 
 
5.2  Marker für das Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie 
Patienten mit einem metastasierten NZK benötigen ebenfalls dringend molekulare Marker 
und Modelle zur Vorhersage des Ansprechens auf eine TKI-Behandlung. Zu Beginn unserer 
Untersuchungen gab es nur wenige und begrenzte Studien, die jeweils nur einen oder wenige 
Marker untersuchten. Deshalb wurde in dieser Arbeit eine andere und umfassendere 
Herangehensweise gewählt. Zu diesem Zweck evaluierten wir systematisch Faktoren des 
Angiogenesesignalwegs an primärem Tumorgewebe von Patienten mit metastasiertem NZK, 
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die mit Sunitinib behandelt wurden. Beginnend mit VHL und dessen Zielgenen HIF-1α und 
-2α, VEGFA, VEGFC, VEGFD, VEGFA165B (anti-angiogene Isoform von VEGFA) und CA9 
wurden außerdem die immunhistochemischen Färbungen von unterschiedlichen 
endothelialen Markern wie CD31, CD34, VEGFR1, -2 und -3, pVEGFR1 und -2, NRP-1 und 
-2, PDGFRα und -β, pPDGFRα und -β, pAkt als Vertreter des mTOR-Signalwegs sowie von 
den bekannten prognostischen Markern Ki67 und SVV bewertet. Dies ist die erste Arbeit, die 
IHC-Färbungen der aktiven, phosphorylierten VEGF- und PDGF-Rezeptoren (pVEGFR1 und 
-2, pPDGFRα und -β) in Bezug zum Ansprechen auf Sunitinib untersuchte.  
Wie bereits dargestellt, basierte diese Arbeit auf der Analyse von primärem Tumorgewebe, 
obwohl erst das Auftreten von Metastasen eine TKI-Therapie erfordert. Allerdings ist 
Metastasengewebe nur sehr selten für diese Art von Untersuchungen verfügbar. Da ungefähr 
10-20 % der Patienten zum Zeitpunkt der Tumordiagnose bereits Metastasen aufweisen und 
weitere 30 % diese erst später entwickeln (Buchner et al. 2006; Patel et al. 2009), nutzten 
wir die Primärtumore, die nach der Nephrektomie für immunhistochemische Färbungen 
von potenziellen prädiktiven Markern zur Verfügung standen. Vergleichende mRNA-
Expressionsanalysen an Primärtumoren und Metastasen haben ergeben, dass spezifische 
Expressionssignaturen letzterer bereits zum Teil im Primärtumor vorhanden sind (Wuttig et 
al. 2012). Tumorintrinsische Expressionsmuster dieser Art können sogar eine Unter-
scheidung zwischen aggressiven und indolenten Tumoren ermöglichen und so prognostische 
Informationen für NZK-Patienten bereitstellen (Lane et al. 2009).  
Die IHC ist eine etablierte Methode, die leicht für prognostische und prädiktive Zwecke in 
die Praxis umgesetzt werden kann (Matos et al. 2010). Zur Unterstützung der Vorhersage 
des Ansprechens auf Sunitinib bei Patienten mit metastasiertem NZK könnten die 
immunhistochemisch bestimmten Proteinlevel der potenziellen molekularen Marker und die 
anhand der histo-pathologischen Parameter bestimmten Aggressivität des Primärtumors 
herangezogen werden. Laufende, große Biomarkerstudien sind aktuell noch nicht 
abgeschlossen. Von den Ergebnissen wird aber erwartet, dass sie Vorhersagen zum 
Ansprechen auf eine TKI-Behandlung ermöglichen (Maroto und Rini 2014).  
 
5.2.1 VHL-Gen-Alterationen 
Vor den Markeranalysen mit Fokus auf das Ansprechen und Überleben der metastasierten 
NZK-Patienten unter Sunitinib-Therapie führten wir VHL-Mutations- und Kopienzahl-
analysen durch, um deren potentiellen Einfluss auf die VHL-Zielgene zu überprüfen. Bei 
50 % der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten (n = 20) wurden Mutationen im 
VHL-Gen nachgewiesen. Einen Kopienzahlverlust hatten sogar 60 % von ihnen (vgl. Kapitel 
4.2.3.1). Diese Daten entsprechen Ergebnissen anderer Studien, denen zufolge 60 % der 
Patienten mit metastasiertem NZK VHL-Genveränderungen aufwiesen (Yao et al. 2002; 
Rini et al. 2006). Interessanterweise wurde für Patienten mit lokal begrenztem NZK ein 
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Zusammenhang zwischen dem Auftreten von VHL-Mutationen und -Methylierungen mit 
einem verbesserten TSS ermittelt (Patard et al. 2009).  
In der vorliegenden Arbeit wurden in Übereinstimmung mit anderen Literaturquellen keine 
Assoziationen zwischen dem Auftreten von VHL-Alterationen und dem PFS und OS der 
metastasierten NZK-Patienten beobachtet (Garcia-Donas et al. 2013). Die Inaktivierung des 
VHL-Gens durch Mutationen und Kopienzahlverluste rief eine Reduktion des VHL- und 
einen Anstieg des CA9-Proteinlevels hervor, während die HIF-1α- und VEGFA-Level nur 
einen geringen Anstieg in Patienten mit VHL-Alterationen verzeichneten (vgl. Abb. 4.4). 
Turner et al. (2002) fanden VHL-Mutationen in 56 % der untersuchten NZK-Patienten, bei 
69 % dieser Fälle wurde im Tumor das Protein HIF-1α nachgewiesen. Interessanterweise 
scheint die Regulation der Proteinsynthese von HIF-1α auch VHL-unabhängig abzulaufen 
(Nyhan et al. 2011). Dagegen sprechen Daten, die zeigten, dass Tumoren mit VHL-
Mutationen höhere CA9-Proteinlevel aufwiesen, als die ohne Mutationen (Patard et al. 
2008). Außerdem beschrieben Patard et al., dass ein längeres PFS und TSS mit Hilfe von 
VHL-Mutationen und hohen CA9-Proteinmengen im Tumor vorhergesagt werden kann. Im 
Gegensatz zu unseren Daten wurde gezeigt, dass die VEGFA-Level im Tumor und dessen 
Expression im Plasma bei Vorhandensein von VHL-Alterationen niedriger waren, als bei 
Patienten ohne diese VHL-Genveränderungen (Patard et al. 2009). Die Wissenschaftler 
vermuten daher eine VHL-unabhängige Hochregulation der VEGFA-Expression im NZK. 
Die extrem geringe Größe unserer Patientenkohorte und die Unterschiede in der Tumor-
physiologie zwischen lokal begrenzten und metastasierten NZK könnten Gründe für die 
gegensätzlichen Ergebnisse sein. 
Die epigenetische Veränderung der Promotormethylierung ist ein Mechanismus, der 
mitunter zur Ausschaltung von Tumorsuppressoren führen kann. Untersuchungen von 
McRonald et al. (2009) ergaben, dass 43 Tumorsuppressorgene in 20 - 45 % der primären 
NZK methyliert waren. In zwei Arbeiten zum VHL-Gen wurden bei ca. 20 % der NZK-
Patienten eine VHL-Promotormethylierung nachgewiesen (Herman et al. 1994; Banks et al. 
2006). Weiterhin scheint es Zusammenhänge zwischen der CpG-Methylierung und einem 
erhöhten Risiko für einen Progress oder ein kürzeres TSS beim lokal begrenzten NZK zu 
geben (Morris et al. 2011). Deshalb lag die Vermutung nahe, dass die Promotormethylierung 
von VHL einen möglichen Einfluss auf das Ansprechen bei einer Target-Therapie haben 
könnte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei drei von 31 untersuchten Patienten (10 %) mit 
metastasiertem NZK unter Anwendung der MSP eine VHL-Promotormethylierung 
beobachtet werden (vgl. Abb. 4.5). Die Analyse der Patientendaten offenbarte, dass davon 
zwei Patienten die Einschlusskriterien für unsere Studie nicht erfüllten und ausgeschlossen 
werden mussten. Um einen größeren Bereich des VHL-Promotors mit unseren 
Untersuchungen abzudecken, wurde dessen Methylierungsstatus auch unter Verwendung 
der Pyrosequenzierung in einem anderen Teil des VHL-Promotors gemessen, welcher vor 
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dem MSP-Fragment liegt (Abb. 5.1). Bei Etablierung der MSP für die VHL-Promotorregion 
durch Herman et al. (1996) wurde davon ausgegangen, dass die Zielsequenz der MSP vor 
dem Beginn des VHL-Gen liegt, nach heutigen Erkenntnissen befindet sie sich jedoch 
dahinter (Abb. 5.1). 
 
Abb. 5.1: Schematische Darstellung der VHL-Promotorregion. 
Dargestellt ist der Abschnitt des Chromosoms 3, der einen Teil der VHL-Promotorregion, den Beginn des VHL-
Gens, dessen Transkriptionsstart (am Anfang von Exon 1), das CpG-island sowie die beiden mittels MSP und 
Pyrosequenzierung (P) untersuchten VHL-Promotorregionen enthält. Die Sequenzen für das Chromosom 3 
(NC_000003.12) und VHL (NM_000551.3) wurden dem GRCh38 Primary Assembly (NCBI) entnommen. Das 
CpG-island wurde mit Hilfe des MethPrimer-Tools bestimmt (Q6). Unter Verwendung der Software Lasergene 8 
wurden alle Sequenzen mit den Fragmenten der MSP (163 bp) und Pyrosequenzierung (27 bp) assembliert. 
 
Die VHL-Promotorregion enthält zahlreiche CpGs, über deren Methylierungsstatus keine 
veröffentlichen Daten vorliegen. Auch unter Zuhilfenahme von Programmen für das Primer- 
und Sondendesign konnte keine andere MSP konstruiert werden. Aufgrund dieser 
schwierigen Bedingungen wurde die Pyrosequenzierung mit einem Qiagen-Assay 
durchgeführt. Es war die einzige Möglichkeit, abgesehen von einer sehr aufwendigen 
Bisulfitsequenzierung, einen anderen VHL-Promotorabschnitt auf Methylierungen hin zu 
untersuchen. Die Zielsequenz dieses Pyrosequenzierungsassays ist ca. 300 Nukleotide in 5’-
Richtung vom VHL-Transkriptionsstart entfernt (Abb. 5.1). Aufgrund der geringen 
gemessenen Differenz im Promotormethylierungsstatus zwischen Tumor- und tumorfreiem 
Gewebe der primären NZK erfolgten keine statistischen Analysen in Bezug zum 
Therapieansprechen auf Sunitinib. Eine mögliche prädiktive Bedeutung der VHL-
Alterationen für Patienten mit metastasiertem NZK konnte daher im Rahmen dieser Arbeit 
nicht gezeigt werden. Insgesamt wurden allerdings nur sehr kleine Bereiche des CpG-islands 
untersucht, was die Wertigkeit der Ergebnisse eventuell einschränkt. In einer anderen 
Studie wurde jedoch eine Assoziation der Hypermethylierung eines CpG-islands in den 
Genen der Proteine Cystatin E/M (CST6) und Ladinin 1 (LAD1) mit einem kürzeren PFS und 
OS festgestellt (Peters et al. 2014). Diese Daten zeigen, dass epigenetische Veränderungen 
im NZK durchaus Kandidaten für potenziell prognostische und prädiktive Biomarker 
darstellen können. 
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5.2.2 Ansprechraten und Nebenwirkungen der Sunitinib-Therapie 
Ein wesentlicher Schwerpunkt dieser Arbeit war die Identifikation neuer und die 
Evaluierung bekannter molekularer Marker für eine Vorhersage zum Ansprechen auf 
Sunitinib. Patienten der untersuchten Kohorte wiesen eine objektive Ansprechrate von ca. 
55 % nach 9 Monaten und 26 % nach dem letzten Staging (12-54 Monate) auf. Eine frühere 
Studie ermittelte ein objektives Ansprechen von 37 %, welches nur das partielle Ansprechen 
enthielt und im gleichen Größenordnungsbereich liegt wie die partielle Ansprechrate von 
26 % (nach drei Monaten) der vorliegenden Arbeit (Choueiri et al. 2009). In den meisten 
Publikationen zum Ansprechen wird der genaue Zeitpunkt der ermittelten Best-Response 
jedoch nicht genannt. Motzer et al. (2006b) dokumentierten ebenfalls ein partielles 
Ansprechen von 40 % und eine stabile Erkrankung bei 27 % der mit Sunitinib behandelten 
Patienten. Bei Addition dieser Zahlen entsprachen diese Daten dem von uns ermittelten 
Ansprechen nach 6 Monaten (71 %). Mögliche Unterschiede zwischen den im Rahmen dieser 
Untersuchungen ermittelten Ansprechraten und den Ergebnissen der genannten Studien 
können zum Teil auf Diskrepanzen in der Größe der Patientenkohorten und auf 
abweichende Evaluations-zeitpunkte für das Ansprechen zurückzuführen sein. 
Die TKI-Therapie, z. B. mit Sunitinib, verursacht häufig Nebenwirkungen wie Müdigkeit, 
Thrombozytopenie, Anämie, HFS, HTN und Leukozytopenie, die nach Absetzen der 
Therapie reversibel sind (Alasker et al. 2013). In den meisten Studien wurden signifikante 
Assoziationen zwischen HTN sowie HFS und einem besseren Ansprechen auf Sunitinib 
sowie einem längeren PFS und OS dargestellt (Rini et al. 2011; Poprach et al. 2012). Die 
Auswertung der Nebenwirkungen auf die Sunitinib-Behandlung im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit hat ergeben, dass 54 % der Patienten das HFS und 46 % die HTN 
während der Therapie entwickelten. Allerdings konnten keine statistisch signifikanten 
Assoziationen zwischen diesen Nebenwirkungen und dem PFS oder OS identifiziert werden, 
jedoch zeichnete sich ein Trend zwischen dem Auftreten der HTN und dem Ansprechen 
nach dem letzten Staging (p = 0,067) ab. Die begrenzte Anzahl an Patienten mit 
verfügbaren Daten erklärt zum Teil, warum keine signifikante Assoziation zwischen dem 
Ansprechen auf Sunitinib und der HTN beobachtet werden konnte, obwohl es in der Studie 
von Rini et al. (2011) mit 544 Patienten bereits dokumentiert wurde. 
 
5.2.3 Prädiktive Marker für das Ansprechen und Überleben in 
Abhängigkeit von der Sunitinib-Therapie 
Es ist wichtig, Daten über das Auftreten der Nebenwirkungen zu erfassen, aber 
unzureichend für eine Vorhersage zum Ansprechen (Porta et al. 2014b). Das Ansprechen auf 
eine Target-Therapie wird mit den RECIST-Kriterien beurteilt und basiert auf der Summe 
aller eindimensional gemessenen größten Tumor- und Metastasendurchmesser (Eisenhauer 
et al. 2009). Obwohl diese Bewertung der Therapieeffektivität der aktuellen Standard-
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methode entspricht, weist sie durch die alleinige Berücksichtigung der Tumorgröße 
Limitationen auf (Desar et al. 2009). So werden Nekrosen und Hohlraumbildungen von 
dieser Methode nicht erfasst und können zu einer Unterschätzung des Therapieeffekts 
führen.  
In klinischen Studien zum Ansprechen von Sunitinib erreichten einige prätherapeutische 
klinische Parameter signifikante Assoziationen mit dem Überleben der behandelten 
metastasierten NZK-Patienten. Ein verbessertes PFS zeigten dabei Patienten mit einem 
normalen Hämoglobin-Wert, einem guten ECOG-PS und wenigen Metastasen (Motzer et al. 
2006a). Zusätzlich zu diesen Parametern wirkte sich die Zeit von der Diagnose bis zum 
Therapiebeginn (< 1 Jahr), ein korrigiertes Kalziumlevel (< 10 mg/dL), niedrige LDH-Level 
und höhere Werte der alkalischen Phosphatase günstig auf das OS aus (Motzer et al. 2007; 
Motzer et al. 2009). Diese klinischen Parameter sind jedoch nicht in der Lage, eine 
Vorhersage zum Ansprechen auf die jeweils angewendete Target-Therapie zu treffen. 
Deshalb ist die Identifikation von weiteren prädiktiven Markern, die diese Vorhersagen 
ermöglichen könnten, für Patienten mit metastasiertem NZK unter TKI-Therapie essentiell. 
Die Validierung von in der Literatur gezeigten Assoziationen zwischen molekularen Markern 
und dem Ansprechen auf Sunitinib war ein weiterer wichtiger Teil dieser Studie.  
Die Patientenkohorte der vorliegenden Studie schloss 42 Fälle ein, 69 % Männer und 31 % 
Frauen mit einem medianen Alter von 69 Jahren bei Therapiestart. Andere Studien zeigten 
vergleichbare Daten zur Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten sowie zur 
Verteilung der klinisch-pathologischen Parameter wie pT-Stadium und Fuhrman-Grading 
(Paule et al. 2010; Terakawa et al. 2011). Deshalb sollte die untersuchte Patientenkohorte 
trotz der relativ kleinen Zahl von Fällen repräsentativ sein. Das mediane PFS und OS aller 
Patienten betrug 10,5 und 35 Monate und ist somit vergleichbar mit dem medianen PFS von 
11 Monaten und dem medianen OS von 26,4 Monaten in der Studie von Motzer et al. 
(2009), die 375 mit Sunitinib behandelte Patienten umfasste. In Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit wurde auch in der Studie von Choueiri et al. (2008b) ein 
medianes PFS und OS von 10,8 und 29,8 Monaten beobachtet, obwohl diese Patienten 
verschiedene anti-VEGF-Therapien (63 % Sunitinib, 28 % Sorafenib, 14 % Axitinib and 17 % 
Bevacizumab) erhielten. Die univariate und multivariate Cox-Analyse des Überlebens von 
metastasierten NZK-Patienten umfasste klinisch-pathologische Parameter, molekulare 
Marker und das Ansprechen auf Sunitinib, wenn ein Trend oder eine signifikante 
Assoziation mit dem PFS oder OS vorlag. 
Hohe Proteinmengen der Sauerstoff-sensitiven Transkriptionsfaktoren HIF-1α und HIF-2α 
waren mit einem verbesserten klinischen Ansprechen von metastasierten NZK-Patienten auf 
Sunitinib assoziiert (Patel et al. 2008). Auch in der vorliegenden Arbeit war ein erhöhtes 
HIF-1α-Level mit einem guten Ansprechen nach 9 Monaten assoziiert. Warum ein 
verbessertes Ansprechen mit einem erhöhten HIF-1α-Level korreliert, ist unklar, führt doch 
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die Anreicherung von HIF-1α in VHL-defizienten Tumoren zur vermehrten Expression von 
Angiogenese-stimulierenden Genen, die wiederum das Tumorwachstum fördern (Baldewijns 
et al. 2010). In der Arbeit von Raval et al. (2005) wurde für HIF-1α eine 
Tumorsuppressorfunktion und für HIF-2α dagegen eine Tumor-stimulierende Wirkung in 
VHL-defizienten NZK-Zelllinien identifiziert. Eine Herunterregulation von WT-HIF-1α 
führte in vivo ebenfalls zu einem stärkeren Tumorwachstum (Shen et al. 2011). Außerdem 
begründen Shen et al. den Verlust des auf Chromosom 14q23.2 befindlichen HIF-1α mit der 
häufig auftretenden Deletion des Chromosoms 14q im NZK. Diese Erkenntnisse würden eine 
verbesserte Prognose der Patienten mit einem erhöhten HIF-1α-Level unabhängig von einer 
Sunitinib-Therapie erklären. Dagegen wurde von Motzer et al. (2012) eine Assoziation 
zwischen einem geringen prozentualen Proteinniveau von HIF-1α und einem verbesserten 
PFS unter Sunitinib-Therapie berichtet. Weitere Studien und Untersuchungen werden 
folgen müssen, um das derzeitige Wissen über die Zusammenhänge von HIF-1α mit der 
Tumorprogression und dem Ansprechen unter TKI-Therapie beim metastasierten NZK zu 
vertiefen. 
Weiterhin beobachteten wir, dass CA9, ein durch HIF-1α reguliertes Transmembranprotein, 
bei Respondern, die nach 6 Monaten ein Ansprechen zeigten, signifikant erhöhte 
Proteinmengen aufwies. Ähnliche Daten deuten darauf hin, dass ein gutes Ansprechen des 
Tumors auf anti-VEGF-Therapeutika wie Sunitinib, Sorafenib, Bevacizumab, Temsirolimus 
und Vatalanib in Zusammenhang mit einer erhöhten CA9-Proteinmenge steht (Choueiri et 
al. 2008a; Muriel López et al. 2012; Stewart et al. 2014) (Tab. 5.2). Eine einheitliche 
Bestätigung der Assoziation zwischen einem hohen CA9-Level und einer guten Prognose 
fehlen leider bisher. In der Studie von Garcia-Donas et al. (2013) konnte für CA9 kein 
Zusammenhang mit dem Ansprechen verifiziert werden. Bei der Analyse des Serum-CA9-
Spiegels stellte sich heraus, dass Responder niedrigere Level von CA9 im Serum aufwiesen 
als Nicht-Responder (Gigante et al. 2012). Das Vorkommen dieses transmembranen 
Proteins im Serum ist möglicherweise mit der Existenz CA9-positiver disseminierter 
Tumorzellen zu erklären. Ein erhöhtes CA9-Serumlevel wäre dementsprechend ein Hinweis 
auf erhöhte Mengen von disseminierten Tumorzellen im Serum, die mit einem aggressiveren 
Tumor und einem schlechteren Überleben der Patienten in Verbindung stehen könnten. In 
weiteren Analysen konnte CA9 in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Bui et al. 
(2003) und Stewart et al. (2014) mittels multivariater Cox-Analyse als unabhängiger 
prognostischer Faktor für das OS identifiziert werden (vgl. Tab. 4.13). Diese Resultate 
stützen die Hypothese, dass CA9 ein nützlicher Biomarker für die Vorhersage zum 
Ansprechen auf Sunitinib sein könnte.  
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 Tab. 5.2: Übersicht der verwendeten Literatur zu den untersuchten molekularen Markern hinsichtlich 
potenzieller Assoziationen zu klinisch-pathologischen Parametern, des Ansprechens auf eine Sunitinib-
Therapie und des Überlebens der Patienten mit metastasiertem NZK1 
Marker 
Erst-
autor, 
Jahr 
Anzahl
Patien-
ten 
Material Literatur-Ergebnisse 
Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit 
(42 Patienten) 
HIF-1α, HIF-
2α 
Patel, 2008 49 kryo-
konserviertes 
Tumorgewebe 
hohe HIF-1α- und HIF-
2α-Level mit gutem 
Ansprechen assoziiert 
hohe HIF-1α-
Proteinlevel mit gutem 
Ansprechen und 
längerem PFS assoziiert 
HIF-1α Motzer, 
2012 
149 FFPE-
Tumorgewebe 
niedrige HIF-1α-Level 
mit längerem PFS 
assoziiert 
" 
HIF-1α , CA9 Muriel 
Lopéz, 
2012 
135 FFPE-
Tumorgewebe 
niedriges HIF-1α- und 
hohe CA9-Level mit 
längerem PFS assoziiert 
hohe CA9-Level mit 
gutem Ansprechen und 
längerem OS assoziiert 
CA9 Stewart, 
2014 
45 kryo-
konserviertes 
Tumorgewebe 
hohe CA9-Expression 
multivariat mit längerem 
OS assoziiert 
" 
CA9 Choueiri, 
2008b 
86 FFPE-
Tumorgewebe 
hohe CA9-Level mit 
besserem Ansprechen 
und längerem OS 
assoziiert 
" 
CA9 Bui, 2003 321 FFPE-
Tumorgewebe 
hohe CA9-Level mit 
längerem Überleben 
assoziiert 
" 
CA9 Gigante, 
2012 
70 Blut-Serum niedriges CA9-Level im 
Serum mit besserem 
Ansprechen assoziiert  
- 
VEGFR2 Terakawa, 
2011 
40 FFPE-
Tumorgewebe 
hohe VEGFR2-Level mit 
verbessertem PFS 
assoziiert, niedriges 
Fuhrman-Grading mit 
besserem Ansprechen 
assoziiert 
hohe VEGFR2-Level 
mit gutem Ansprechen 
(letztes Staging) 
assoziiert, keine signifi-
kanten Assoziationen 
zwischen Ansprechen 
und klinisch-patholo-
gischen Paramtern 
VEGFR3 Garcia-
Donas, 
2013 
71 FFPE-
Tumorgewebe 
hohe VEGFR3-Level mit 
verbessertem 
Ansprechen und 
längerem PFS assoziiert 
hohe VEGFR3-Level 
mit längerem PFS und 
OS assoziiert 
VEGFA, 
VEGFC, 
sVEGFR3 
Rini, 2008 61 Blut-Plasma geringe VEGFC und 
sVEGFR3-Level mit 
längerem PFS assoziiert 
- 
VEGFA121, 
VEGFA165 
Paule, 
2010 
23 kryo-
konserviertes 
Tumorgewebe 
hohe VEGFA121 und 
VEGFA165-Expression 
assoziiert mit besserem 
Ansprechen auf Sunitinib 
keine Signifikanzen für 
VEGFA mit dem 
Ansprechen 
C-reaktives 
Protein 
Beuselinck, 
2014 
200 Blut-Serum erhöhte Level des C-
reaktiven Proteins mit 
schlechtem PFS und OS 
assoziiert 
- 
C-reaktives 
Protein 
Fujita, 
2012 
41 Blut-Serum erhöhte Level des C-
reaktiven Proteins mit 
schlechtem PFS 
assoziiert 
- 
 1genannt sind nur Marker, auf die in dieser Arbeit Bezug genommen wurde 
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Im Verlauf dieser Untersuchungen zeigten Responder nach dem letzten Staging höhere 
VEGFR2-Level als Nicht-Responder (vgl. Tab. 4.12). In Übereinstimmung mit unseren 
Ergebnissen demonstrierten Terakawa et al. (2011) einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen dem Ansprechen auf Sunitinib und einem erhöhten VEGFR2-Proteinlevel sowie 
dem Tumorgrad (Verwendung des dreistufigen Gradings enstprechend der WHO-
Klassifikation) (Tab. 5.2). 
Untersuchungen zufolge bewirkt Sunitinib im Vergleich zu anderen Kinasen eine höhere 
selektive Inhibition der VEGFR2-Kinaseaktivität (Mendel et al. 2003). Diese Erkenntnisse 
unterstützen die Hypothese, dass die Patienten, bei denen ein hohes VEGFR2-Proteinlevel 
im Primärtumor nachgewiesen wurde, größere klinische Vorteile aus einer Sunitinib-
Therapie ziehen. Eine größe Anzahl von Rezeptoren bietet eine bessere Angriffsfläche für die 
TKI und könnte eine logische Erklärung für diesen Sachverhalt sein. Die in multivariater 
Überlebensanalyse bestätigte Assoziation zwischen einem hohen VEGFR2-Proteinniveau 
mit einem längeren PFS (Terakawa et al. 2011) konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 
bestätigt werden. 
Ein anderer Biomarkerkandidat könnte das transmembrane Protein VEGFR3 sein, dessen 
primäre Funktion in der Lymphangiogenese zu finden ist. Dabei wird der Achse, bestehend 
aus VEGFR3, VEGFC und VEGFD, eine tumorprogressive Wirkung zugeschrieben, welche 
die Verbreitung von Metastasen über das lymphatische System fördert (Bierer et al. 2008). 
Da Patienten mit Lymphknotenmetastasen eine schlechtere Prognose aufweisen, als jene mit 
einem lokal begrenzten NZK, ist es von großem Interesse, die Prozesse der Lymph-
angiogenese und die Tumorausdehnung über das Lymphsystem besser zu verstehen 
(Karakiewicz et al. 2007). Erste Ergebnisse lieferten Hinweise darauf, dass auch die lösliche 
Form des VEGFR3 als pharmakodynamischer Marker für das Ansprechen auf Sunitinib 
fungieren könnte (Deprimo et al. 2007; Rini et al. 2008). In Analogie zu einer anderen 
Publikation beobachteten wir signifkante Assoziationen zwischen hohen VEGFR3-
Proteinniveaus und dem PFS und OS (Garcia-Donas et al. 2013). Mit signifikanten 
Ergebnissen in der univariaten und multivariaten Cox-Regression wurde VEGFR3 als 
prognostisch relevanter Parameter bestätigt, der für die Vorhersage zum Ansprechen auf 
Sunitinib herangezogen werden könnte (vgl. Tab. 4.13, 4.15 und 4.16). 
Marker wie HIF-1α, CA9, VEGFR1 und PDGFRα zeigen im multivariaten Cox Proportional 
Hazard Model für PFS und OS, dass sie unabhängig vom pT-Stadium, Fuhrman-Grading 
und dem kombinierten M/N-Status ebenfalls als prognostische Marker fungieren könnten.  
Biomarker wie CD31, pPDGFRα und -β, (p)VEGFR1 und Ki67, die in der vorliegenden Arbeit 
mit dem Ansprechen assoziiert waren, sind in der aktuellen Literatur noch nicht mit dem 
Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie in Verbindung gebracht worden. Dagegen scheinen 
reduzierte Plasmalevel der löslichen Proteine sVEGFR3 und VEGFC, erhöhte 
Proteinmengen der löslichen Isoform von VEGFA (VEGFA121, VEGFA165) und normale Level 
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des C-reaktiven Proteins mit dem Ansprechen auf Sunitinib in Verbindung zu stehen (Rini et 
al. 2008; Paule et al. 2010; Fujita et al. 2012; Beuselinck et al. 2014). Zytokine oder 
angiogene Faktoren (CAFs) könnten andere mögliche Biomarker für die TKI-Aktivität 
darstellen (Zurita et al. 2012).  
Bisher haben alle Studien, die Marker in Bezug zum Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie 
untersuchten, die Best-Response für die Auswertung verwendet (Patel et al. 2008; Terakawa 
et al. 2011; Muriel López et al. 2012). Daher ist dies die erste Studie, die molekulare Marker 
zu verschiedenen Zeitpunkten des Ansprechens analysiert. In diesem Zusammenhang 
konnten wir zeigen, dass einige molekulare Marker (CA9 und CD31) mit dem frühen 
Ansprechen, andere dagegen (VEGFR1 und -2) mit einem Langzeitansprechen assoziiert 
waren. Die wechselnde Bedeutung dieser Marker zu den verschiedenen Zeitpunkten, zu 
denen das Ansprechen bewertet wurde, lässt sich zum Teil mit den Auswirkungen von 
Sunitinib auf das vaskuläre System und Tumorgewebe erklären, welches neue VEGF-
unabhängige Signalwege unter Therapieeinfluss aktivieren kann (Buczek et al. 2014). 
Beispielsweise sprachen Patienten mit erhöhten Proteinmengen von VEGFR1 und -2 in 
endothelialen Zellen (Gefäßfärbung) besser auf die Sunitinib-Behandlung an, als die mit 
niedrigerem Proteinlevel (vgl. Tab. 4.12). Im Rahmen unserer Untersuchungen zeigten 
Patienten mit dieser erhöhten VEGFR1 und -2 Gefäßfärbung außerdem ein Langzeit-
ansprechen auf Sunitinib, dass vermutlich auf der dauerhaften Inhibierung der 
endothelialen Rezeptoren und der damit verbundenen antiangiogenen Wirkung beruht 
(Huang et al. 2010). Dagegen scheint CA9, welches nur von den Tumorzellen gebildet wird, 
eine größere positive Rolle bei Therapiestart zu spielen, und verliert möglicherweise seine 
Bedeutung für das Ansprechen im Laufe der Therapie durch die Entwicklung der 
erworbenen Resistenz. Stewart et al. (2014) vermuten auf Grundlage neuer Erkenntnisse, 
dass CA9 einen Einfluss auf die Sunitinib-Aktivität und die Entstehung der Sunitinib-
Resistenz haben könnte. 
Bisher sind die Mechanismen, die zur Entstehung der Resistenz gegenüber den Target-
Therapien führen, weitestgehend unbekannt. Jedoch könnte die Aufrechterhaltung der 
Proteinkinase-Aktivierung von Akt während der Sunitinib-Therapie an der Entstehung eines 
Sunitinib-resistenten Phänotyps der ACHN-Zelllinie beteiligt sein (Sakai et al. 2013). 
Weiterhin wird vermutet, dass die Resistenzentwicklung mit einer Reorganisation des 
Gefäßsystems, das weniger VEGF abhängig ist, einhergeht (Rini 2010). Proteine wie FGF, 
Ephrine und Faktoren der Angiopoietin-Familie, Interleukin-8 sowie PLGF scheinen in den 
Prozess der Resistenzentstehung gegenüber der anti-VEGF-Therapie involviert zu sein (Rini 
2010). In der Arbeit von Pénzválto et al. (2013) wurden 45 Tumorzelllinien auf ihre 
Sensitivität gegenüber unterschiedlichen TKI getestet. Dabei wurden Genexpressionsprofile 
der resistenten mit den sensitiven Zellen verglichen und die häufigsten Resistenz-
assoziierten Gene in Verbindung mit der Sunitinib-Resistenz gefunden. Für Gene wie 
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LGALS8 (Lectin), RAB17 (Mitglied der RAS Onkogen-Familie) und EpCAM (epitheliales 
Zelladhäsionsmolekül) wurden Korrelationen zwischen deren Expressionslevel und dem 
Überleben von mit Sunitinib behandelten metastasierten NZK beobachtet (Pénzválto et al. 
2013). Mit Hilfe dieser vielversprechenden, neuen Biomarker-Kandidanten könnten 
Patienten, die möglicherweise von einer Sunitinib-Therapie profitieren, leichter identifiziert 
werden.  
Unsere Forschungsarbeiten waren jedoch durch die relativ geringe retrospektive Zahl von 42 
Patienten mit verfügbaren Follow-Up-Daten und Tumorgeweben limitiert. Folglich sind 
auch die Untergruppen beim Ansprechen und den resultierenden Nebenwirkungen in ihrer 
Größe begrenzt. Die Beurteilung der immunhistochemischen Färbungen ist trotz der 
festgelegten Bewertungskriterien eine subjektive Methode zur Auswertung von 
Proteinniveaus und kann zur Verzerrung von Ergebnissen führen. Weiterhin untersuchten 
wir eine große Anzahl von potenziellen molekularen Markern in einer kleinen 
Patientenkohorte, um die Relevanz des Angiogenesesignalwegs mit den involvierten 
Proteinen zu klären, jedoch könnte dies auch zu zufälligen Assoziationen mit dem 
Ansprechen oder Überleben der Patienten geführt haben. 
Nichtsdestotrotz zeigen unsere Ergebnisse zusammen mit bisherigen Literaturdaten, dass 
die Proteinlevel molekularer Marker im Primärtumorgewebe Vorhersagen auf die Prognose 
und das Überleben von metastasierten NZK-Patienten mit Sunitinib-Therapie zulassen (Sun 
et al. 2011). Eine externe Validierung dieser Daten in einer unabhängigen Patientenkohorte 
ist dennoch erforderlich, um die Reproduzierbarkeit und Übertragbarkeit der Ergebnisse zu 
bestätigen. 
 
5.2.4 Andere Therapieoptionen 
Die Identifikation von Patienten mit einem Langzeitansprechen durch Biomarker im Blut, 
deren Konzentration mit einem geigneten Test gemessen werden kann, könnte die Therapie 
des metastasierten NZK revolutionieren. Patienten, die aufgrund der Messergebnisse 
höchstwahrscheinlich nicht von einer Sunitinib-Therapie profitieren würden, sollten 
stattdessen entsprechend der Leitlinien der EAU einen anderen TKI wie Pazopanib, Axitinib 
oder mTOR-Inhibitoren (Everolimus oder Temsirolimus) erhalten (Ljungberg et al. 2013). 
Der klinische Nutzen dieser Herangehensweise müsste aber in weiteren Studien getestet 
werden.  
TKI haben alle ein ähnliches Wirkungsspektrum, sie unterscheiden sich allerdings in der Art 
und Anzahl der betroffenen Kinasen, in ihrer Pharmakokinetik sowie in den substanz-
spezifischen Nebenwirkungen (Hartmann et al. 2009). Es wird viel darüber diskutiert, 
welche Therapie zuerst eingesetzt werden sollte. Die Wahl der geeignetsten Therapie wird 
derzeit von Faktoren wie dem Krankheitsstadium, der Histologie, der physischen Verfassung 
  Diskussion 
 105 
des Patienten und der Verfügbarkeit des Medikaments im jeweiligen Land abhängig 
gemacht (Escudier et al. 2012; Ljungberg et al. 2013).  
Eine prospektive Studie (SWITCH) hat die sequenzielle Therapie von Sunitinib-Sorafenib 
und Sorafenib-Sunitinib direkt miteinander verglichen (Michel et al. 2014). In der 
Erstlinientherapie mit Sunitinib wurden mehr Nebenwirkungen beobachtet als bei der 
Sorafenib-Behandlung, dafür wechselten in der Zweitlinientherapie weniger Patienten von 
Sunitinib zu Sorafenib als umgekehrt. Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den zwei Behandlungsarmen hinsichtlich der Therapie-Effektivität festgestellt 
werden (Michel et al. 2014). 
Der Multi-Tyrosinkinaseinhibitor Pazopanib ist neben Sunitinib eine der bevorzugten 
Behandlungsoptionen in der Erstlinientherapie, jedoch scheint seine Verträglichkeit besser 
zu sein, als die von Sunitinib (Escudier et al. 2014). In einer randomisierten cross-over-
Studie erhielten 114 Patienten mit metastasiertem NZK wechselseitig zuerst einen 
Therapiezyklus Pazopanib (10 Wochen Behandlung, zwei Wochen Pause) und anschließend 
eine Sunitinib-Therapie (vier Wochen Behandlung, zwei Wochen Pause, vier Wochen 
Behandlung) oder die reverse Sequenz. Anschließend wurden die Patienten zu ihrer 
Präferenz-Therapie befragt. Aufgrund der geringeren Müdigkeit und der allgemein 
verbesserten Lebensqualität bevorzugten 70 % der Patienten die Therapie mit Pazopanib 
(Escudier et al. 2014).  
Bei Versagen einer TKI-Therapie scheint der Wechsel zur mTOR-Inhibition und damit hin 
zu einem anderen Ziel-Signalweg die logische Konsequenz mit guten Therapieergebnissen zu 
sein (Park et al. 2012). Neben Everolimus ist seit einiger Zeit auch der TKI Axitinib eine 
Standardoption in der Zweitlinientherapie, da es aufgrund seiner klinischen Aktivität dem 
Sorafenib überlegen ist (Motzer et al. 2008; Grünwald und Merseburger 2012). Der Einsatz 
von Axitinib als Erstlinien-Therapeutikum beim metastasierten NZK wird derzeit in 
laufenden Studien getestet (Hutson et al. 2013).  
Derzeit ist die Gabe von Sunitinib die Standardbehandlung und das am häufigsten 
verabreichte Medikament in der Erstlinientherapie bei Patienten mit einem guten oder 
intermediären Risiko beim metastasierten NZK (Ljungberg et al. 2010). Nichtsdestotrotz 
scheint die erneute Therapie (re-challenge) mit Sunitinib bei Patienten, die nach 
vorausgegangener Erstlinientherapie mit Sunitinib einen Progress zeigten (Zweitlinie nach 
Sunitinib) oder darüberhinaus unempfindlich gegenüber einer anderen anti-VEGF-Therapie 
waren (Drittlinie), eine mögliche Option mit therapeutischen Vorteilen zu sein (Porta et al. 
2014a). Bisher gibt es nur wenige und kleine retrospektive Studien zu dieser 
Herangehensweise. In einer davon wurde bei 22% der Patienten ein partielles Ansprechen 
nach Sunitinib re-challenge beobachtet (Zama et al. 2010). Das mediane PFS betrug in 
dieser Studie bei der initialen Sunitinib-Therapie 13,7 Monate und in der re-challenge 
immerhin noch 7,2 Monate. Angesichts der akzeptablen Nebenwirkungen, auf die die 
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Patienten durch die erste Sunitinib-Therapie schon eingestellt sind, ist die re-challenge-
Therapie mit Sunitinib eine weitere Möglichkeit, ein Langzeitansprechen zu erreichen. Der 
Therapiewechsel oder sequenzielle Behandlungspausen helfen so bei der Umgehung der 
tumorbedingten Resistenz gegenüber einem Medikament und erweitern das Spektrum der 
Therapieoptionen beim metastasierten NZK (Porta et al. 2014a).  
 
5.3  Polymorphismen als potenzielle Marker für das Ansprechen 
auf Sunitinib 
Das Ziel dieser retrospektiven Studie war die Validierung bekannter SNPs in einer 
unabhängigen Kohorte von 121 metastasierten NZK-Patienten in Bezug auf eine mögliche 
Vorhersage des Ansprechens auf eine Sunitinib-Therapie. Um unnötige Therapien und 
unerwünschte Nebenwirkungen zu vermeiden, brauchen diese Patienten dringend 
prädiktive Marker, die eine Identifikation derer erlaubt, die am ehesten von einer Sunitinib-
Therapie profitieren würden. Dabei war für uns der Einfluss von SNPs in Angiogenese-
assoziierten Genen auf den Therapieerfolg von besonderer Bedeutung. Hierzu wurden 10 
SNPs in den Genen VEGFA, VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3 auf bereits vermutete 
Assoziationen zwischen einer Sunitinib-Theapie und dem Überleben der Patienten 
untersucht (Funakoshi et al. 2014). 
Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit konnten zwischen den analysierten SNPs und 
klinisch-pathologischen Parametern bzw. dem Therapieansprechen zu den beschriebenen 
Evaluationszeitpunkten keine Assoziationen festgestellt werden, jedoch wies das Auftreten 
einiger Allele Assoziationen mit dem Überleben der Patienten auf. So wurde ein Trend für 
die Assoziation der Varianten-Allele CC/CG des VEGFA-SNPs +405 mit einem längeren PFS 
bestimmt (Abb. 4.10). Hingegen beschrieben Scartozzi et al. (2013) für den gleichen SNP 
signifikante Unterschiede für das PFS (2, 8 und 18 Monate, p = 0,0001) in Abhängigkeit von 
den Allelen CC, CG und GG (84 Patienten). Bei einzelner Analyse der Allele in gleicher 
Weise, war in unserer Patientenkohorte ein medianes PFS von 20, 17 und 10 Monaten 
(p = 0,108) für die CC-, CG- und GG-Allele zu beobachten (Abb. 5.2 A). Scartozzi et al. 
(2013) untersuchten außerdem den VEGFA-SNP -2578 und fanden ein verbessertes PFS (18 
vs. 4 Monate) bei Patienten mit dem AA/AC-Genotyp verglichen mit denen, die das CC-Allel 
trugen. Um die Ergebnisse dieser Studie unseren Daten besser gegenüberstellen zu können, 
wurde eine dieser Auswertung entsprechende Kaplan-Meier-Kurve für den VEGFA-SNP -
2578 erstellt, die jedoch keine signifikanten Unterschiede (p = 0,163) für das PFS zwischen 
den Patienten mit den AA/AC-Allelen und dem CC-Genotyp zeigt (Abb. 5.2 B). 
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Abb. 5.2: Kaplan-Meier-Kurven für das PFS anderer Allelkombinationen der VEGFA-SNPs.  
Die Allele der SNPs +405 (A) und -2578 (B) wurden für den Vergleich mit anderen Studien in einer alternativen 
Weise kombiniert. Diese Allel-Kombinationen ergaben keine signifikanten Assoziationen mit dem PFS. Die 
Tabellen unter den Kurven enthalten die Patientenzahl und die Ereignisse pro Gruppe, das mediane PFS sowie 
das Ein- und Fünf-Jahres-PFS der Patienten.  
 
Das mediane OS von Patienten mit den Varianten-Allelen AA/AC des VEGFR1 B-SNPs war 
verglichen mit den WT-Trägern signifikant verbessert (42 vs. 16 Monate). Diese Erkenntnis 
stimmt mit den Daten von Beuselinck et al. (2013a) überein, die eine geringere 
Ansprechrate, ein kürzeres PFS (10 vs. 18 Monate, p = 0,033) und schlechteres OS (14 vs. 31 
Monate, p = 0,019) für Patienten (n = 91) mit dem CC-WT-Allel des VEGFR1 B-SNPs 
beobachteten (Tab. 5.3). Außerdem zeigten Patienten mit dem AA-WT-Genotyp des VEGFR1 
A-SNPs ein kürzeres PFS (p = 0,005) und OS (p = 0,067) als AC/CC-Allel-Träger (Tab. 5.3). 
Diese Unterschiede im Überleben zwischen den Allelen des VEGFR1 A-SNPs konnten in 
dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Die funktionelle Bedeutung dieser beiden VEGFR1-
Intron-SNPs ist bisher nicht eindeutig aufgeklärt, aber es wird vermutet, dass SNPs in 
Intronbereichen von Genen häufig in splice sites lokalisiert sind und dadurch die Effektivität 
beim mRNA-splicing beeinflussen (Wang und Cooper 2007). 
Des Weiteren wurde eine Assoziation zwischen einem kürzeren OS und dem Auftreten des 
GG-WT-Allels des VEGFR2-SNPs +1191 in Kombination mit dem CC-WT-Allel des VEGFA-
SNPs +1816 beschrieben (Kim et al. 2012). Im Gegensatz dazu ließen unsere Daten ein 
signifikant längeres OS für den CC-WT (komplementärer Strang) des VEGFR2-SNPs +1191 
erkennen (p = 0,029). Patienten, die das WT-Allel beider SNPs trugen, zeigten in unserer 
Studie einen Trend zu einem verbesserten OS (p = 0,070, Daten nicht gezeigt). Die 
beschriebenen gegensätzlichen Ergebnisse im Vergleich zur Literatur könnten auf dem 
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Größenunterschied der Patientenkohorten oder auch auf zufälligen Assoziationen mit dem 
Überleben basieren. Für die Evaluierung unserer SNP-Daten wären Patientenkohorten 
nötig, die um ein Vielfaches größer sind, die jedoch bisher nicht existieren. 
Für den VEGFR2-SNP +1718 wurden in unseren Analysen keine signifikanten Assoziationen 
mit dem Ansprechen und Überleben unter Sunitinib-Therapie ermittelt, van der Veldt et al. 
(2011) hingegen beschrieben ein signifikant verlängertes OS bei Patienten mit den AA/AT-
Allelen des VEGFR2-SNPs +1718 im Vergleich zu TT-Allel-Trägern (Tab. 5.3). Dieser SNP ist 
ein weiteres Beispiel für die heterogenen Ergebnisse, die diese Arbeit im Vergleich zu 
anderen Studien aufzeigt. 
 
 Tab. 5.3: Übersicht der verwendeten Literatur zu den untersuchten SNPs hinsichtlich des Ansprechens auf 
eine Sunitinib-Therapie und des Überlebens der Patienten mit metastasiertem NZK1 
SNPs 
Erst-
autor, 
Jahr 
Anzahl
Patien-
ten 
Material Literatur-Ergebnisse 
Ergebnisse der 
vorliegenden 
Arbeit  
(121 Patienten) 
VEGFA 
-2578 
Scartozzi, 
2013 
84 kryokonser-
viertes 
Tumorgewebe 
AA/AC-Allele mit 
längerem PFS (18 vs. 4 
Mo; p = 0,0001) und OS 
(37 vs. 16 Mo; 
p < 0,0001) assoziiert 
gegenüber CC 
Variante (CC/AC) 
mit signifikant 
längerem PFS (16 vs. 
5 Mo) als WT 
assoziiert (p = 0,017) 
VEGFA 
+405 
Scartozzi, 
2013 
84 kryokonser-
viertes 
Tumorgewebe 
Genotypen CC vs. CG vs. 
GG mit PFS (2 vs. 8 vs. 18 
Mo; p = 0,0001) und OS 
(9 vs. 36 vs. 31 Mo; 
p = 0,0045) assoziiert 
Variante (CC/CG) 
zeigte längeres PFS 
(17 vs. 10 Mo) als WT 
(p=0,052) 
VEGFA 
-2578, 
VEGFA 
+405 
Kim, 2012 63 kryokonser-
viertes und FFPE-
Tumorgewebe, 
Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
AA-Allele von SNP -2578 
und GG/GC-Allele von 
SNP +405 mit erhöhtem 
Auftreten von HTN 
assoziiert 
Variante (CC/AC) 
mit erhöhtem Risiko 
(OR 3,981) für HFS 
assoziiert (p = 0,017)  
VEGFR1 B* Beuselinck, 
2013 
91 kryokonser-
viertes 
Tumorgewebe 
AA/AC-Allele mit gutem 
Ansprechen (p = 0,028), 
besserem PFS (p = 0,06) 
und OS (p = 0,008) 
assoziiert gegenüber CC 
Variante (AA/AC) 
zeigte signifikant 
längeres OS (42 vs. 
16 Mo) als WT 
(p = 0,002) 
VEGFR1 A* Beuselinck, 
2013 
91 kryokonser-
viertes 
Tumorgewebe 
AA mit schlechtem PFS 
(p = 0,005) und OS 
(p = 0,067) assoziiert 
gegenüber CC/AC 
SNP zeigte keine 
signifikanten 
Assoziationen mit 
PFS und OS 
VEGFA 
+1816, 
VEGFR2 
+1191 
Kim, 2012 63 kryokonser-
viertes und FFPE-
Tumorgewebe, 
Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
CC-Allele von +1816 in 
Verbindung mit GG-
Allelen von +1191 mit 
kürzerem OS assoziiert 
(p = 0,03) 
 
CC-WT-Allel von 
VEGFR2 +1191 
signifikant mit 
längerem OS (45 vs. 
37 Mo) assoziiert 
(p = 0,029) 
VEGFR2 
+1718* 
van der 
Veldt, 2011 
136 Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
AA/AT-Allele mit 
längerem OS (p = 0,016) 
assoziiert gegenüber TT 
SNP zeigte keine 
signifikanten 
Assoziationen mit 
PFS und OS 
VEGFR3 
+1559* 
Garcia-
Donas, 2011 
89 Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
AA-Allele mit längerem 
PFS (p = 0,0079) 
assoziiert gegenüber AG  
Variante (CC/CT) 
mit längerem PFS 
(23 vs. 13 Mo) asso-
ziiert (p = 0,096) 
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SNPs 
Erst-
autor, 
Jahr 
Anzahl
Patien-
ten 
Material Literatur-Ergebnisse 
Ergebnisse der 
vorliegenden 
Arbeit  
(121 Patienten) 
VEGFR3 
+1559* 
Beuselinck, 
2013 
88 kryokonser-
viertes 
Tumorgewebe 
AA war mit längerem PFS 
(19 vs. 10 Mo) p=0,051 
und OS (65 vs. 23 Mo) 
p=0,013 assoziiert 
gegenüber GG/AG 
" 
CYP3A5 
6986A/G, 
Haplotype 
von ABCB1 
& NR1/3 
van der 
Veldt, 2011 
136 Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
A-Allel in CYP3A5 
6986A/G, das Fehlen der 
CAT-Kopie des NR1/3-
Haplotyps und das 
Auftreten der TCG-Kopie 
im ABCB1-Haplotype 
waren mit verlängertem 
PFS assoziiert 
- 
ABCB1 
(3435C/T, 
1236C/T, 
2677G/T) 
van Erp, 
2009 
 
77 Lymphozyten aus 
peripherem Blut 
Existenz der TTT-
Variante des ABCB1-
Haplotypes war mit 
erhöhtem Auftreten des 
HFS assoziiert 
(p = 0,035) 
- 
 1genannt sind nur SNPs, auf die in dieser Arbeit Bezug genommen wurde 
 *p-Werte für Assoziationen mit PFS und OS mit multivariater Cox-Analyse berechnet 
 Mo - Monate 
 
In einer Kohorte von 89 Patienten wurde ein signifikant längeres PFS (p = 0,0079) für 
Träger des AA-Genotyps des VEGFR3-SNPs +1559 identifiziert (Garcia-Donas et al. 2011) 
(Tab. 5.3). Zusätzlich zeigten Beuselinck et al. (2013b) bei 88 Patienten, dass der AA-
Genotyp dieses SNPs mit einem längeren medianen PFS (19 vs. 10 Monate) und OS (31 vs 22 
Monate) assoziiert war im Vergleich zu Patienten mit den AG/GG-Allelen. Im Gegensatz zu 
diesen Untersuchungen neigten Patienten mit den TT-Allelen (korrespondierend zum AA-
Allel des komplementären DNA-Strangs) in unserer Studie zu einem schlechteren PFS als 
Patienten mit den CC/CT-Genotypen. 
Die erneut sehr gegensätzlichen Ergebnisse könnten durch Unterschiede in der Größe der 
untersuchten Patientenkohorten, der Probenart (Lymphozyten, Tumor- oder 
Normalgewebe) und der Vielfalt der ethnischen Gruppen begründet sein. Außerdem sind 
zufällige Assoziationen zwischen dem Ansprechen auf die Sunitinib-Therapie und dem 
Auftreten von SNPs nicht eindeutig auszuschließen. 
Die Haplotype-Analyse der SNPs in den entsprechenden Genen deckte einige starke 
Hinweise auf ein LD zwischen drei VEGFA-SNPs auf (Abb. 4.11 A), wie schon 
vorangegangene Studien zeigten (Howell et al. 2002; Kim et al. 2008; Langsenlehner et al. 
2008; Sáenz-López et al. 2013). In Kaplan-Meier-Analysen für einen möglichen Einfluss 
zum kombinatorischen Auftreten von VEGFA-SNPs -2578, -1151 und +405 zeigten sich keine 
Zusammenhänge mit dem PFS, jedoch aber mit dem Gesamtüberleben (Abb. 4.11 B). Nach 
aktuellem Kenntnisstand ist das die erste Studie, die kombinatorische Effekte von VEGFA-
SNPs in Bezug auf das OS von metastasierten NZK-Patienten aufzeigt. In ähnlicher Weise 
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beschrieben van der Veldt et al. (2011) Assoziationen mit dem PFS und OS für den SNP 
CYP3A5 6986A/G in Verbindung mit je drei SNPs in den Genen ABCB1 bzw. NR1/3.  
Derzeit gibt es eine nur sehr begrenzte Anzahl von Berichten über Assoziationen zwischen 
SNPs und den Nebenwirkungen einer TKI-Therapie. Eine erhöhte Inzidenz von HTN 
während der Sunitinib-Behandlung von metastasierten NZK-Patienten wurde mit den 
Allelen AA des VEGFA-SNPs -2578 und GC/GG des VEGFA-SNPs +405 in Zusammenhang 
gebracht (Kim et al. 2012) (Tab. 5.3). Diese Beobachtungen konnten in dieser Studie nicht 
bestätigt werden, jedoch wiesen Patienten mit den CT/TT-Varianten des VEGFR2-SNPs 
+1191 ein erhöhtes Risiko für das Auftreten von HTN auf. Träger der AC/CC-Allele des 
VEGFA-SNPs -2578 hatten dagegen ein höheres Risiko, am HFS zu erkranken. Eine 
mögliche Assoziation zwischen SNPs und dem HFS ist bisher nur für eine Kombination aus 
drei SNPs des ABCB1-Transporters bekannt, allerdings nicht für andere SNPs (van Erp et al. 
2009). 
Worin könnten die Ursachen für mögliche funktionelle Assoziationen zwischen SNPs und 
dem Ansprechen auf eine TKI-Therapie sowie dem Überleben von Patienten liegen? Es wird 
angenommen, dass die 5’- und 3’-UTR von VEGFA regulatorische Elemente enthält, welche 
die Promotoraktivität oder die Proteintranslation beeinflussen. So wurden zwei VEGFA-
SNPs (-460 und +405) identifiziert, die das Expressionslevel von VEGFA in Abhängigkeit 
bestimmter Stimuli verändern (Watson et al. 2000). In einer anderen Arbeit wurde eine 
niedrige VEGFA-Expression mit dem Auftreten bestimmter Allele einiger VEGFA-SNPs (CC 
von SNP -2578, GG von SNP +405 und AA sowie AG von SNP -1154) in Zusammenhang 
gebracht. Dagegen ging eine erhöhte VEGFA-Expression in nicht-kleinzelligen Lungen-
karzinomzellen mit den Allelen AC, CG und GG der SNPs -2578, -634 und -1154 einher 
(Koukourakis et al. 2004). Weiterhin scheint das Plasmalevel von VEGFA in Trägern des T-
Allels des VEGFA-SNPs +936 (heute +1816) reduziert zu sein (Renner et al. 2000). 
Aufgrund dieser Daten liegt die Vermutung nahe, dass die nicht-kodierende Region des 
VEGFA-Gens alternativen Regulationsmechanismen unterliegt, die die VEGFA-Expression 
und damit auch tumorbiologische Prozesse steuern. Dennoch kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass nur ein SNP die eigentliche Funktion innerhalb eines SNP-Clusters ausübt und 
die anderen lediglich eine Stellvertreter-Rolle übernehmen (Pander et al. 2007). Ein 
weiterer Regulationsmechanismus von SNPs ist die Beeinflussung der Proteinfunktion 
durch einen Aminosäureaustausch, der z. B. für die VEGFR3-SNPs +4050 und +1559 
vorhergesagt wurde (Garcia-Donas et al. 2011). 
Abschließend ist festzuhalten, dass aufgrund der gegensätzlichen Ergebnisse im Vergleich zu 
anderen Studien eine Metaanalyse und eine prospektive Studie mit großen Patientenzahlen 
erforderlich sind, um bisherige Daten zu evaluieren und den Einfluss der SNPs beim 
metastasierten NZK unter TKI-Behandlung zu definieren.  
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5.4 Funktionelle Bedeutung der Sunitinib-Resistenz 
Die Resistenz bei der Therapie des metastasierten NZK stellt eine große klinische 
Herausforderung dar und äußert sich in einem Progress unter TKI- oder mTOR-Inhibitor-
Behandlung. Dieses Voranschreiten der Tumorerkrankung kann entweder schon zu Beginn 
der Behandlung durch die intrinsische Resistenz oder erst nach einigen Therapiezyklen 
aufgrund der erworbenen Resistenz erfolgen. Derzeit gibt es einige Vermutungen über die 
Mechanismen der Resistenzentstehung (vgl. Kapitel 1.3.3 und 5.2.3), aber fundierte 
Kenntnisse fehlen dazu bislang.  
Ein möglicher Mechanismus beruht auf der konstitutiven Aktivierung von VEGF-
unabhängigen Signalwegen wie dem PI3K-Akt-mTOR-Signalweg, der an Prozessen zur 
Tumorentstehung und -progression beteilig ist (Ciuffreda et al. 2010). Infolge einer 
wiederhergestellten PTEN-Expression in PTEN-negativen Tumorzellen wurde ein Anstieg 
der Tumorsensitivität gegenüber Sunitinib beobachtet (Makhov et al. 2012). Daher scheinen 
der Expressionsstatus von PTEN und damit die Aktivität des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs 
invers mit der Sunitinib-Resistenz in NZK-Zelllinien zu korrelieren.  
Basierend auf diesen Daten galt es, im Rahmen dieser Arbeit Marker zu finden, bei denen es 
durch die Induktion einer Sunitinib-Resistenz zu Veränderungen im Proteinlevel kommt, die 
für proliferationsfördernde Prozesse beim NZK verantwortlich sein könnten. Dazu wurden 
die NZK-Zelllinien A498, Caki-1 und KTCTL-26 einer 10-wöchigen Sunitinib-Behandlung 
ausgesetzt und zur Bestimmung der Proliferationsunterschiede zwischen den Sunitinib-
resistenten und -sensitiven Zellen die IC50-Werte bestimmt. Die Unterschiede zwischen den 
IC50-Werten der sensitiven und resistenten Zellen fielen jedoch nicht so eindeutig aus wie 
erwartet. Dafür ist anhand der IC50-Kurven (vgl. Abb. 4.11) und Spannweiten (vgl. Tab. 4.19) 
ein deutlicher Unterschied in der Viabilität der Zellen zu erkennen, weshalb bei den mit 
Sunitinib behandelten Zelllinien von einer existierenden Resistenz ausgegangen wurde. Bei 
der Analyse der Proteinlevel von HIF-1α, Akt und pAkt mittels Western Blot konnte bei den 
resistenten A498 und Caki-1-Zellen ein höheres pAkt-Level im Vergleich zu den sensitiven 
Zellen nachgewiesen werden. In Übereinstimmung mit unseren Daten beobachteten Sakai et 
al. (2013) in resistenten ACHN-Zellen zusätzlich zur persistenten Phosphorylierung von Akt 
auch die Aktivierung des MAPK-Signalwegs und einiger Rezeptortyrosinkinasen. Außerdem 
hatte die Behandlung resistenter ACHN-Zellen mit einem PI3K-Inhibitor zur Folge, dass die 
Sunitinib-Resistenz in diesen Zellen überwunden wurde. Diese Resultate deuten darauf hin, 
dass die Aufrechterhaltung der Kinase-Aktiviät von Akt an der Entstehung eines Sunitinib-
resistenten Phänotyps beim NZK beteiligt sein könnte und ein Target für die Umgehung der 
Resistenz darstellt. 
Die immunzytochemischen Färbungen von CA9, HIF-1α, (p)VEGFR1/-2, pAkt und Ki67 an 
den resistenten und sensitiven NZK-Zelllienen ergaben keine ersichtlichen Unterschiede im 
Proteinniveau. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die resistenten Zellen möglicherweise 
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nicht so resistent waren, wie wir angenommen hatten, und kein großer Unterschied zu den 
sensitiven Zellen bestand. Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse wären dann allerdings 
nur zufällige Beobachtungen. Andererseits könnten die Proteinlevel der evaluierten Marker 
von der Sunitinib-Resistenz und damit einhergehenden Regulationsmechanismen zur 
Tumorprogression unbeeinflusst bleiben. Der Verdacht, dass Proteine wie CA9, HIF-1α, 
(p)VEGFR1/-2, pAkt und Ki67, die signifikante Assoziationen mit dem Ansprechen auf eine 
Sunitinib-Therapie aufwiesen, an Mechanismen zur Resistenzentstehung beiteiligt sind, 
konnte daher mit der immunzytochemischen Methode nicht bestätigt werden. 
Nichtsdestotrotz stellen Untersuchungen an resistenten Zellen ein wichtiges Forschungsziel 
dar, um genauere Kenntnisse über die Entstehung von Resistenz-Mechanismen zu 
gewinnen. Außerdem könnten in prospektiven Studien Expressionsanalysen von 
Blutmarkern bei Patienten unter Therapieeinfluss durchgeführt werden, bei denen das 
Eintreten der Resistenz und die Tumorprogression anhand von Markermustern analysiert 
werden könnte. Untersuchungen, die direkt am Patienten stattfinden, haben eine viel höhere 
Relevanz als Zellkulturexperimente. Diese lassen zumeist nur sehr wenige Rückschlüsse auf 
das tatsächliche Verhalten des Tumors zu.  
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6. Zusammenfassung 
Das NZK ist nach dem Prostata- und Harnblasenkarzinom der dritthäufigste urologische 
Tumor. Die Prognoseaussichten hängen beim NZK vom Metastasenstatus der Patienten ab. 
Die Heilungschancen für das lokal begrenzte NZK sind im Vergleich zum metastasierten 
NZK deutlich besser. Durch den Einsatz von TKI und mTOR-Inhibitoren wurde die Therapie 
des metastasierten NZK revolutioniert und das Überleben von Patienten signifikant 
verbessert. Nichtsdestotrotz profitiert ein Teil dieser Patienten aufgrund von 
Resistenzmechanismen nicht von solch einer anti-VEGF-Therapie. Bisher gibt es keine 
geeigneten Biomarker, die das Ansprechen auf eine solche Therapie vorhersagen könnten. 
Daher bestand das primäre Ziel dieser Arbeit darin, molekulare Marker für die Abschätzung 
der Prognose beim lokal begrenzten und metastasierten NZK sowie die Vorherage für das 
Ansprechen auf eine Sunitinib-Therapie beim metastasierten NZK zu identifizieren.  
Für das Prognosemodell am lokal begrenzten NZK konnten auf mRNA-Ebene signifikante 
Assoziationen der Marker HIF-2α, VEGFR3 und sVEGFR1 mit dem PFS, TSS und OS der 
Patienten identifiziert werden. Da bisher nur klinische Parameter für Prognosemodelle des 
lokal begrenzten NZK genutzt werden, könnten die hier untersuchten molekularen Marker 
nach einer unabhängigen Validierung zur Vorhersage der Prognose herangezogen weden.  
Patienten mit einem metastasierten NZK wiesen VHL-Mutationen (50%) und -Kopienzahl-
verluste (60 %) auf, die jedoch nicht mit dem Ansprechen auf Sunitinib assoziiert waren und 
nur geringfügige Auswirkungen auf die Proteinlevel von VHL und dessen Targetgene HIF-
1α, CA9 und VEGFA zeigten. Bei den Untersuchungen zur VHL-Promotormethylierung 
wurde im tumorfreien Gewebe eine hohe Grundmethylierung festgestellt. Aufgrund der 
geringen Patientenzahl und der weitgehend unbekannten komplexen Methylierungsstruktur 
des VHL-Promotors konnten keine Assoziationen mit der Prognose und dem Ansprechen 
der metastasierten NZK-Patienten auf Sunitinib bestimmt werden. 
Für die Proteinlevel potenzieller prädiktiver Marker wie CA9, HIF-1α, VEGFR1 und -2, 
pVEGFR1, pPDGFRα und -β, CD31, pAkt sowie Ki67 wurden signifikante Assoziationen mit 
dem Ansprechen auf die Sunitinib-Behandlung beobachtet. Die CA9-Membranfärbung und 
das Ansprechen nach 9 Monaten wurden in der multivariaten Analyse als unabhängige 
prognostische Marker für das OS bei Patienten mit metastasiertem NZK identifiziert. In 
anderen Arbeiten wurde CA9 bereits mehrfach als potenzieller Biomarker beschrieben und 
könnte daher eine Anwendung in der Prognosevorhersage und Patienten-Selektion für eine 
Target-Therapie finden. 
Polymorphismen in Angiogenese-assoziierten Genen gelten ebenfalls als potenzielle Marker 
für das Ansprechen auf eine Therapie mit Sunitinib. Die Überlebensanalysen deckten 
signifikante Assoziationen zwischen dem VEGFA-SNP -2578 und dem PFS und für die SNPs 
VEGFR1 B sowie VEGFR2 +1191 mit dem OS auf. Das kombinierte Auftreten der Varianten-
Allele der VEGFA-SNPs -2578, -1154 und +405 wirkte sich ebenfalls signifikant auf ein 
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verlängertes OS der mit Sunitinib behandelten Patienten aus. Bei eindeutiger Bestätigung 
dieser Ergebnisse in prospektiven Studien könnten einfache SNP-Analysen an Blutproben 
die Therapieentscheidung und das Überleben der NZK-Patienten maßgeblich beeinflussen. 
Die künstlich erzeugte Sunitinib-Resistenz in den NZK-Zelllinien A498, Caki-1 und KTCTL-
26 offenbarte nur begrenzt veränderte Proteinniveaus potenzieller Marker wie HIF-1α, Akt 
und pAkt zwischen den resistenten und sensitiven Zellen. Ein besseres Verständnis der 
molekularen Grundlagen der Resistenzentwicklung könnte zusammen mit einem 
wirkungsvollen, prädiktiven Biomarker für das Ansprechen die Therapie beim metasta-
sierten NZK erheblich verbessern. 
In dieser Arbeit konnten letztlich verschiedenste Biomarker identifiziert und evaluiert sowie 
deren Bedeutung für die Prognosevorhersage und Prädiktion von Patienten mit 
metastasiertem NZK unter Sunitinib-Therapie herausgearbeitet werden. Diese Daten stellen 
damit einen weiteren Grundstein für mögliche prospektive klinische Studien dar, die den 
therapeutischen Nutzen der Biomarker eindeutiger definieren könnten.  
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8. Anhang 
8.1  Ansätze für Polymerasekettenreaktionen 
 
 Tab. 8.1: Pipettierschema und Temperaturprogramme für alle PCRs (LC480 und PCR-Block) 
Methode/Gen 
(Assay) 
Pipettierschema Temperaturprogramm 
1. Optimierungs- 12,0 µl  Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
PCR sVEGFR1 3,2 µl MgCl2 (25 mM) Amplifikation 35 Zyklen 
 0,4 µl dNTPs (10 mM)    Denaturierung 95 °C 30 sec 
 2,0 µl AmpliTaq Puffer (10x)    Annealing 58 °C 30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 F/S (20 µM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 A/R (20 mM) End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
 0,2 µl AmpliTaq GoldTM DNA Polymerase Kühlen 4 °C ∞ sec 
 2,0 µl cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest.    
2. Optimierung 12,0 µl  Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
Gradienten-PCR  3,2 µl MgCl2 (25 mM) Amplifikation 35 Zyklen 
sVEGFR1 0,4 µl dNTPs (10 mM)    Denaturierung 95 °C 30 sec 
 2,0 µl AmpliTaq Puffer (10x) 
   Annealing 
   (56,5 °C, 58 °C,                        
59,5 °C) 
Gra-
dient 
30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 F (20 µM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 A/R (20 mM) End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
 0,2 µl AmpliTaq GoldTM DNA Polymerase Kühlen 4 °C ∞ sec 
 2,0 µl cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest.    
Plasmidstandard 12,0 µl  Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
für sVEGFR1 3,2 µl MgCl2 (25 mM) Amplifikation 35 Zyklen 
4-fach PCR-Ansatz 0,4 µl dNTPs (10 mM)    Denaturierung 95 °C 30 sec 
 2,0 µl AmpliTaq Puffer (10x)    Annealing 58 °C 30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 F (20 µM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 0,5 µl Primer FLT1v2 R (20 mM) End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
 0,2 µl AmpliTaq GoldTM DNA Polymerase Kühlen 4 °C ∞ sec 
 2,0 µl cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest.    
TaqMan qPCR 3,5 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
(VHL, HIF-1α, 5,0 µl TaqMan®Gene Expression MM (2x) Amplifikation 45 Zyklen 
HIF-2α, VEGFR3, 0,5 µl Sonde (20x)    Denaturierung 95 °C 15 sec 
VEGFC, PPIA) 1,0 µl cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest.    Annealing 60 °C 60 sec 
   Kühlen 40 °C 60 sec 
TaqMan qPCR 6,2 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
(sVEGFR1, PPIA) 1,2 µl MgCl2 (25 mM) Amplifikation 45 Zyklen 
 1,0 µl 
LightCycler®FastStart® DNA Master 
HybProbe MM (10x) 
   Denaturierung 95 °C 10 sec 
 0,25 µl Primer FLT1v2 F(20 µM)    Annealing 58 °C 10 sec 
 0,25 µl Primer FLT1v2 R (20 mM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 0,1 µl Sonde FLTv2_TM (20 µM) Kühlen 40 °C 60 sec 
 1,0 µl cDNA (1:5 Verd.) bzw. Aqua dest.    
Kopienzahlanalyse 3,5 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 600 sec 
(VHL, RNase P) 5,0 µl TaqMan®Gene Expression MM(2x) Amplifikation 45 Zyklen 
 0,5 µl Sonde (20x)    Denaturierung 95 °C 15 sec 
 1,0 µl DNA bzw. Aqua dest.    Annealing 60 °C 60 sec 
   Kühlen 40 °C 60 sec 
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Methode/Gen 
(Assay) 
Pipettierschema Temperaturprogramm 
Mutationsanalyse Amplifikation der Exon(s)/-abschnitte    
(VHL) 32,0 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 300 sec 
 10,0 µl Polymerase-Puffer (5x) Amplifikation 35 Zyklen 
 2,5 µl 
Primer (Exon 1a/b,2,3a/b FW)  
(20 µM) 
   Denaturierung 94 °C 15 sec 
 2,5 µl 
Primer (Exon 1a/b,2,3a/b RV)  
(20 µM) 
   Annealing 60 °C 60 sec 
 1,0 µl HotStar HiFidelity Pol. (2,5U)    Elongation 72 °C 60 sec 
 2,0 µl DNA bzw. Aqua dest. End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
   Kühlen 4 °C ∞ sec 
 Cycle Sequencing    
 2,0 µl 
Big Dye® Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit  
initiale Denaturierung 96 °C 30 sec 
 4,0 µl  Puffer Amplifikation 25 Zyklen 
 0,25 µl 
Primer (Exon 1a/b,2,3a/b FW oder 
RV) (20 µM) 
   Annealing 60 °C 15 sec 
 10,75 µl Aqua dest.    Elongation 60 °C 240 sec 
 3,0 µl DNA (Produkt aus Verdau) Kühlen 4 °C ∞ sec 
MSP  für die unmethylierte Sequenz initiale Denaturierung 95 °C 900 sec 
(PyroMark PCR  5,2 µl Aqua dest. Amplifikation 35 Zyklen 
Kit) 10,0 µl PyroMark Mastermix (2x)    Denaturierung 94 °C 30 sec 
 0,4 µl Primer VHL_U_FW (20 µM)    Annealing 58 °C 30 sec 
 0,4 µl Primer VHL_U_RV (20 µM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 2,0 µl Coralload (10x) End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
 2,0 µl DNA bzw. Aqua dest. Kühlen 4 °C ∞ sec 
 für die methylierte Sequenz initiale Denaturierung 95 °C 900 sec 
 5,2 µl Aqua dest. Amplifikation 35 Zyklen 
 10,0 µl PyroMark Mastermix (2x)    Denaturierung 94 °C 30 sec 
 0,4 µl Primer VHL_M_FW (20 µM)    Annealing 58 °C 30 sec 
 0,4 µl Primer VHL_M_RV (20 µM)    Elongation 72 °C 30 sec 
 2,0 µl Coralload (10x) End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
 2,0 µl DNA bzw. Aqua dest. Kühlen 4 °C ∞ sec 
PCR für Pyro- 7,5 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 900 sec 
sequenzierung 12,5 µl PyroMark Mastermix (2x) Amplifikation 42 Zyklen 
(PyroMark PCR  2,5 µl Primerset VHL (10x)    Denaturierung 94 °C 30 sec 
Kit) 2,5 µl Coralload (10x)    Annealing 58 °C 30 sec 
 2,0 µl DNA bzw. Aqua dest.    Elongation 72 °C 30 sec 
   End-Amplifikation 72 °C 600 sec 
   Kühlen 4 °C ∞ sec 
SNP-Analysen 2,75 µl Aqua dest. initiale Denaturierung 95 °C 300 sec 
(10 SNPs) 5,0 µl Type-it Fast SNP Probe PCR MM (2x) Amplifikation 40 Zyklen 
 0,25 µl Sonde (40x)    Denaturierung 95 °C 15 sec 
 2,0 µl DNA bzw. Aqua dest.    Annealing 60 °C 30 sec 
   Kühlen 40 °C 60 sec 
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